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Sommario 
 
Questo lavoro di tesi sperimentale è rivolto allo studio di alcune patologie 
oculari  e al coinvolgimento  di  alcuni fattori di crescita e citochine 
infiammatorie in alcune condizioni cronico-infiammatorie e nel 
rimodellamento tissutale, con particolare interesse per la fisiopatologia 
della superficie oculare e al legame complesso tra cellule e mediatori nella 
risposta immune innata ed acquisita. Nello svolgimento dell’attivitá di 
ricerca particolare interesse é stato rivolto agli eventi molecolari deputati 
al controllo e allo spegnimento di queste risposte biologiche. La mancata 
regolazione dei processi infiammatori corrisponde infatti alla perdita del 
controllo della produzione/azione delle citochine e determina come 
conseguenza l’insorgere di  patologie infiammatorie croniche o 
autoimmuni. In questo lavoro di tesi è stato valutato, mediante l'utilizzo 
della tecnica immunoistochimica,  il ruolo fisiopatologico di alcune 
citochine infiammatorie e di alcuni fattori di crescita (TGF-b1, IL-1b, IL-
6, TNF-a e VEGF) in tessuti oculari umani ottenuti da pazienti affetti da 
glaucoma, retinopatia diabetica ed degenerazione maculare in confronto ad 
analoghi tessuti umani normali. Pertanto il nostro principale scopo è stato 
quello di valutare i livelli di espressione e la localizzazione delle citochine 
pro-infiammatorie mediante tecnica immunoistochimica in modo da poter 
identificare il loro coinvolgimento nella patologia ipotizzando per esse un 
ruolo nella modulazione di tali fattori come potenziale bersaglio 
terapeutico. Come dimostrato nel nostro studio uno sbilanciamento tra 
citochine pro- e anti-infiammatorie giuoca un ruolo fondamentale nella 
patogenesi delle patologie retiniche. Tale sbilanciamento nell’ambito di un 
complesso network regolatorio é correlato ad alcuni processi 
immunologici che favoriscono autoimmunitá, infiammazione cronica e/o 
distruzione tissutale. Nello svolgimento del lavoro di tesi è stato 
ulteriormente confermato come il processo infiammatorio comporti una 
complessa cascata di segnali biologici molecolari e cellulari, che alterano 
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le risposte fisiologiche del tessuto oculare interessato. L'analisi in 
microscopia elettronica (TEM) ha evidenziato come presso il sito della 
lesione le cellule rilascino verosimilmente segnali molecolari che causano 
una serie di modificazioni nella zona interessata: dilatazione dei vasi 
sanguigni, con conseguente aumento del flusso sanguigno e della 
permeabilità vascolare, essudazione di liquidi contenenti proteine come le 
immunoglobuline ed invasione da parte dei leucociti. Risulta ampiamente 
noto come l’infiammazione cronica e prolungata sia una caratteristica 
determinante per malattie come aterosclerosi, obesità, diabete, artrite 
reumatoide, asma e diversi tipi di tumore. Molte di queste malattie si 
caratterizzano per una ormai consolidata manifestazione oculare: 
retinopatia diabetica, sclerite, uveite, sindrome dell’occhio secco e 
neoplasie oculari. Questo ci porta ad osservare attentamente anche i 
progressi farmacologici e clinici che si registrano in aree apparentemente 
distanti dall’applicazione in campo oftalmologico, ma che potenzialmente, 
per traslazione, potrebbero essere utilizzabili in prospettiva anche in 
campo oculare. Infatti, nonostante molti tessuti oculari abbiano un sistema 
immuno-privilegiato o altamente evoluto per proteggere il delicato 
apparato visivo,  l’indispensabile controllo dell’infiammazione acuta è 
regolato dalle stesse vie generali e da mediatori e cellule effettrici che 
gestiscono le risposte infiammatorie in altri organi. Queste informazioni 
scientifiche non soltanto conferiscono ulteriore supporto al fatto che 
l’infiammazione cronica svolga un ruolo significativo nella patogenesi 
della retinopatia, ma suggeriscono, inoltre, che il processo infiammatorio 
si attivi prima ancora che la retinopatia (diabetica e/o proliferativa) sia 
clinicamente diagnosticata. L’alterazione nel profilo di alcune citochine 
potrebbe, quindi, diventare sia un marker predittivo, che un importante 
target per lo sviluppo di future opzioni terapeutiche.  
Un percorso radicalmente diverso dall’approccio farmacologico nella cura 
delle patologie infiammatorie oculari potrebbe in futuro essere 
rappresentato dai progressi dalla terapia cellulare. Negli ultimi anni si è 
evidenziato un crescente interesse per la possibile applicazione della 
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terapia cellulare ad alcune patologie oculari che incidono maggiormente 
sul rischio di disabilità visiva. La terapia cellulare si può dividere in due 
ampie classi: una, attraverso l’impiego di cellule staminali,  finalizzata al 
rimodellamento della struttura e della relativa funzionalità di specifici 
tessuti e cellule; l’altra, che utilizza cellule immunitarie nel ruolo di 
potenziali immunomodulatori dell’infiammazione,  diretta al ripristino 
dell’omeostasi immunologica attraverso il controllo degli effetti nocivi 
provocati dalle patologie infiammatorie.  
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Abstract 
  
The aim of this experimental thesis focuses on the study of eye diseases 
related to the involvement of growth factors, of inflammatory cytokines in 
chronic-inflammatory, and of tissue remodeling. Particular emphasis has 
been addressed to the physiopathology of the eye surface and the complex 
relationships existing between cells and mediators in the immune response. 
Furthermore, the research has been directed to molecular events that 
control these biological responses. The lost in regulation of the 
inflammatory processes corresponds to the loss of control of the 
production/action of cytokines followed by the onset of inflammatory or 
autoimmune pathologies. 
Immunohistochemical technique has been performed in order to evaluate 
the physiopathological behaviour of inflammatory cytokines and of some 
growth factors (TGF-b1, IL-1b, IL-6, TNF-a and VEGF) located in the 
ocular tissues. Samples were obtained from human patients affected by 
glaucoma, diabetic retinopathy and macular degeneration. Our main 
purpose was to assess the levels of expression and localization of pro-
inflammatory cytokines by immunohistochemistry in order to identify their 
involvement in the pathology, assuming for them a role in the modulation 
of these factors as a potential therapeutic target. Our study has shown an 
imbalance between pro- and anti-inflammatory cytokine plays a key role in 
the pathogenesis of retinal diseases. This disproportion within a complex 
regulatory network is related to some immunological processes that 
promote autoimmunity, chronic inflammation and / or tissue destruction. 
We were able to confirm that the inflammatory process involves a 
complex cascade of molecular and cellular biological signals, altering the 
physiological responses of the ocular tissues.  The transmission electron 
microscopy investigation (TEM) showed that at the site of the lesion cells 
the probable release of molecular signals produces changes in the affected 
area: dilation of blood vessels resulting in increased blood flow and 
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vascular permeability, exudation of fluid containing proteins such as 
immunoglobulins and invasion by leukocytes. It is well known that 
chronic and prolonged inflammation is a fundamental feature in some 
diseases such as atherosclerosis, obesity, diabetes, rheumatoid arthritis, 
asthma and various types of cancer. These diseases are strictly connected 
with their ocular manifestations: diabetic retinopathy, scleritis, uveitis, dry 
eye syndrome and ocular tumours. It should be noticed that 
pharmacological and clinical advances occur in areas apparently distant 
from application in ophthalmology, but they should be potentially used 
also in the ocular field by a translational application. Since many ocular 
tissues have a immune-privileged system to protect the delicate visual 
apparatus, the control of the acute inflammation is regulated by the same 
pathways and mediators that manage inflammatory responses in other 
organs. These scientific informations not only provide further support to 
the chronic inflammation, that plays a significant role in the pathogenesis 
of diabetic retinopathy, but also suggest that the inflammatory process is 
active even before retinopathy (diabetic and/or proliferative) is clinically 
diagnosed. Therefore, the alteration of the profile of some cytokines might 
be useful both as a predictive marker as well as an important target for the 
development of new therapeutic treatments. 
A novel pharmacological approach to treat eye inflammation may be 
represented by progress in the cellular therapy. In recent years, research 
has been devoted to the development of cell therapy applied to eye 
diseases producing a remarkably increased risk of visual impairment. 
Recently, cellular therapy has evolved into two research pathways: one 
finalized to a remodeling of the structure and the relative functions of 
specific tissues using stem cells; the other one has been focused on the 
restore of the immunological homeostasis controlling the harmful effects 
caused by inflammatory diseases.   
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Capitolo 1 – Introduzione 
 
1.1Anatomia dell’occhio 
L’occhio o bulbo oculare è accolto nella cavità orbitaria, le cui pareti ossee 
non solo concorrono a proteggerlo da insulti, ma svolgono anche compiti 
più importanti ai fini della visione, assicurando un sostegno rigido al bulbo 
e dando inserzione ai suoi muscoli estrinseci. Il bulbo oculare (Fig. 1) è 
immerso nel tessuto adiposo dell’orbita, ma ne viene separato dalla sottile 
fascia del bulbo. Lo si può considerare come composto da due segmenti di 
sfera aventi diverso raggio di curvatura. Il segmento sferico anteriore, dato 
dalla cornea, ha un raggio di curvatura di 8 mm; il segmento sferico 
posteriore, dato dalla sclera, ha un raggio di curvatura di 12 mm. Il 
diametro antero-posteriore dell’occhio, asse anatomico, è la linea che 
unisce  il centro della cornea (polo anteriore) al centro della sclera  (polo 
posteriore) e misura 24 mm; il tratto di asse anatomico compreso fra il 
centro della cornea e la retina viene denominato asse ottico. 
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Figura 1. Anatomia del bulbo oculare.  
 
L’occhio è formato da tre tonache sovrapposte: la tonaca fibrosa, la 
tonaca vascolare e la tonaca nervosa. 
La tonaca fibrosa, la più esterna, è formata da una porzione anteriore 
trasparente, la cornea, e una posteriore biancastra, la sclera. 
La tonaca vascolare o uvea è formata da una porzione posteriore, la 
coroide, una intermedia, il corpo ciliare, e una anteriore, l’iride. L’iride ha 
la forma di un disco forato al centro (forame pupillare). 
La tonaca nervosa o retina risulta costituita da un foglietto interno (retina 
propriamente detta) e da un foglietto esterno (epitelio retinico 
pigmentato); in essa si distinguono una porzione posteriore contenente i 
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fotorecettori, la parte ottica, e una anteriore priva di fotorecettori, la parte 
cieca. La parte ottica della retina è a diretto contatto con la coroide, mentre 
la parte cieca riveste il corpo ciliare e l’iride. Dietro l’iride si trova il 
cristallino, che è connesso con il corpo ciliare mediante fini legamenti 
(zonula ciliare di Zinn). 
All’interno del bulbo oculare si distinguono tre spazi denominati camera 
anteriore, camera posteriore e camera vitreale. La camera anteriore è lo 
spazio delimitato anteriormente dalla faccia posteriore della cornea e 
posteriormente dalla superficie anteriore dell’iride e da quella porzione 
della superficie anteriore del cristallino che appare attraverso il foro 
pupillare. La camera posteriore è delimitata perifericamente dai processi 
ciliari, anteriormente dalla faccia posteriore dell’iride, posteriormente dalla 
zonula ciliare di Zinn e da quella parte della faccia anteriore del cristallino 
che è nascosta dall’iride. La camera vitreale si trova tra il cristallino e la 
retina. Nella camera anteriore e nella camera posteriore circola l’umore 
acqueo; nella camera vitreale è contenuto il corpo vitreo. 
Il sistema diottrico dell’occhio è costituito dall’insieme dei mezzi 
rifrangenti dell’occhio, che i raggi luminosi attraversano per raggiungere la 
retina. Essi sono la cornea, l’umore acqueo, il cristallino e il corpo vitreo 
(Azzolini C et al, 2010). 
 
1.2 Patologie oculari 
L’occhio può essere sede primaria o secondaria di affezioni patologiche, 
che vengono in genere classificate in funzione della porzione anatomica 
coinvolta. Si descrivono pertanto affezioni a carico delle palpebre, 
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dell’apparato lacrimale, della congiuntiva, della cornea, della sclera, 
dell’iride, del corpo ciliare, del cristallino, della coroide, della retina, 
dell’umore vitreo, del nervo ottico e dei muscoli oculari. 
Un criterio diverso di classificazione distingue le malattie oculari in 
patologie del segmento anteriore (ovvero a carico di cornea, camera 
anteriore e posteriore, iride, cristallino e corpi ciliari) e del segmento 
posteriore (relative a umore vitreo, sclera, corioidea e retina). Tra le 
patologie del segmento posteriore di particolare interesse clinico risultano 
essere la retinopatia diabetica, la degenerazione maculare senile ed il 
glaucoma. 
In Italia ci sono circa 218.500 non vedenti, più di 4 milioni di persone 
affette da cataratta (4.018.527), più di 400 mila da retinopatia diabetica 
(419.246), quasi un milione da glaucoma (984.223) e 545.200 individui 
sono affetti da maculopatia senile. Secondo l’Organizzazione Mondiale 
della Sanità (OMS) (Resnikoff et al, 2008) ogni cinque secondi una 
persona nel mondo diventa cieca, e la stessa sorte tocca a un bambino ogni 
minuto. Nelle nazioni industrializzate l’aumento dell’incidenza del diabete 
ha aggiunto la retinopatia diabetica (DR) alle patologie considerate come 
principale causa di cecità, ovvero il glaucoma e la degenerazione maculare 
senile (DMS). Il glaucoma è una patologia conosciuta da secoli, che però 
rimane spesso misconosciuta o inadeguatamente trattata a causa delle 
difficoltà di diagnosi precoce e della necessità di una terapia cronica. La 
DMS è la terza causa di cecità nel mondo (8,7%), ma la prima nei Paesi 
industrializzati. Recenti studi (Aeschlimann FA et al, 2014; As R et al. 
 14 
2014; Filipe HP et al, 2014) affermano che una corretta gestione 
diagnostica ed un adeguato trattamento delle tre principali patologie 
oculari (glaucoma, retinopatia diabetica e degenerazione maculare senile) 
sono spesso in grado di prevenire la perdita della vista. La diagnosi 
precoce e la terapia appropriata di queste malattie permette infatti di 
evitarne la progressione, che normalmente causa compromissione più o 
meno accentuata della vista e, nei casi più gravi, cecità. In Europa il 50% 
dei casi di cecità sono evitabili e la prevenzione è riconosciuta come 
l'intervento sanitario più efficace (Dautriche CN et al, 2014). 
 
1.2.1 Glaucoma 
Il glaucoma è una malattia oculare dovuta ad un aumento della pressione 
all'interno dell'occhio generalmente compresa tra i 10 e i 20 mm di 
mercurio (mm Hg). Il glaucoma si manifesta in presenza di squilibri fra la 
produzione e il drenaggio del liquido oculare (umore acqueo), in seguito 
all'ostruzione delle vie di deflusso del liquido nel sistema venoso. Il 
liquido prodotto nell'occhio viene normalmente drenato attraverso un filtro 
chiamato trabecolato. Se la pressione dell'occhio é troppo elevata vi é 
compressione delle strutture oculari, soprattutto del nervo ottico, 
compressione che provoca prima una lieve depressione del disco ottico e 
poi un’escavazione profonda di questo, con atrofia delle sue fibre e grave 
pericolo per la vista (Tamm ER et al, 2007).  
I danni al nervo ottico sono in parte provocati dall’aumentata pressione 
intraoculare, ma intervengono in tal senso anche importanti fattori 
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neurologici e vascolari. Esistono diversi tipi di glaucoma. I principali sono 
il glaucoma ad angolo aperto ed il glaucoma ad angolo stretto (o chiuso), 
entrambi caratterizzati da un aumento della pressione intraoculare (IOP) 
(Kwon YH et al, 2009). Il glaucoma ad angolo aperto (POAG) è una 
patologia multifattoriale in cui si assiste ad una progressiva sofferenza e 
morte delle cellule ganglionari retiniche con conseguente assottigliamento, 
focale o diffuso, dello strato delle fibre nervose ed aumento focale o 
diffuso dell’escavazione della testa del nervo ottico (Fig. 2). Purtroppo i 
danni al nervo ottico, una volta instauratisi, divengono definitivi, e di 
conseguenza la perdita del campo visivo non è più recuperabile; il POAG è 
la forma più diffusa di glaucoma e la sua frequenza aumenta con l'età 
poiché il sistema di drenaggio dell'umore acqueo con l'età diviene meno 
efficiente e la pressione interna dell'occhio aumenta senza dare sintomi 
(Iancu R & Corbu C, 2014). 
 
        Figura 2. Glaucoma: escavazione del nervo ottico. (What Is Glaucoma? MPO; 
          2013) 
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Nel glaucoma primario ad angolo chiuso (PCAG) l’umore acqueo non 
riesce a raggiungere il sistema trabecolare di deflusso perchè l’angolo 
formato da iride e cornea è troppo stretto: l’iride si addossa lentamente alla 
cornea ostruendo completamente il passaggio (Munemasa Y & Kitaoka Y, 
2013).  Anche questo tipo di glaucoma progredisce lentamente ma, in 
pazienti predisposti, un’improvvisa ostruzione dell’angolo, causata a volte 
dalla dilatazione della pupilla, può provocare un attacco di glaucoma 
acuto. L’attacco acuto di glaucoma è caratterizzato da un violento dolore 
in regione orbitaria, spesso associato a cefalea, nausea, vomito e visione 
annebbiata. In mancanza di un adeguato e tempestivo trattamento si può 
avere una notevole o irreversibile compromissione della funzione visiva.  
Il danno visivo dovuto al glaucoma non è reversibile, tuttavia un 
trattamento adeguato può prevenire l'ulteriore compromissione della vista. 
La terapia può essere farmacologica, chirurgica o parachirurgica 
(intervento laser) (Uva MG et al, 2010). 
La terapia farmacologica è basata sull'uso di colliri che hanno la funzione 
di ridurre la produzione di umor acqueo o di aumentarne l'eliminazione. Il 
primo ad essere utilizzato è stato un collirio contenente pilocarpina. 
Attualmente le sostanze più usate sono i betabloccanti, gli inibitori 
dell'anidrasi carbonica (fra cui l'acetazolamide), gli alfa-stimolanti e le 
prostaglandine. 
Per quanto riguarda il trattamento chirurgico l'intervento più frequente si 
chiama trabeculectomia e ha lo scopo di migliorare il deflusso dell'umor 
acqueo. Il laser può essere indicato in tutti i casi di glaucoma ad angolo 
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aperto o ad angolo chiuso. Il trattamento non è quasi mai risolutivo, ma 
riduce la pressione intraoculare che i colliri talora non riescono a 
controllare. 
 
1.2.2 Retinopatia diabetica 
La retinopatia diabetica (DR) è la più importante complicanza oculare del 
diabete mellito. I principali fattori di rischio associati alla comparsa 
precoce e ad una rapida evoluzione della retinopatia diabetica sono: la 
durata del diabete, il cattivo controllo glicemico e l’eventuale ipertensione 
arteriosa concomitante. Il controllo glicemico è senza dubbio il più 
importante tra i fattori di rischio modificabili (Zeng J & Chen B, 2014). La 
retinopatia diabetica viene classificata in due forme, una precoce e meno 
grave (non proliferante) ed una avanzata (proliferante). La prima, se non 
riconosciuta e trattata tempestivamente, evolve verso la forma proliferante 
altamente invalidante. Nella retinopatia diabetica non proliferante (che a 
sua volta si divide in lieve, moderata o avanzata) l’iperglicemia danneggia 
la struttura dei vasi sanguigni predisponendo alla formazione di 
microaneurismi, microemorragie, ed anomalie del calibro vascolare 
retinico (Fig. 3). Tali anomalie possono portare al passaggio, attraverso le 
pareti danneggiate dei vasi stessi, di alcuni componenti del sangue, (alla 
base dei fenomeni edematosi ed essudativi) o a ridotta perfusione del 
tessuto retinico fino ad arrivare ad una completa ischemia, che si manifesta 
inizialmente con la presenza di essudati cotonosi. L’identificazione di una 
retinopatia non proliferante avanzata è importante in quanto sappiamo che 
essa evolve, se non trattata, in retinopatia diabetica proliferante nel 40% 
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dei casi entro 12 mesi. L’occlusione dei capillari retinici e la conseguente 
formazione di aree retiniche ischemiche rappresentano lo stimolo per la 
formazione di neovasi retinici, che caratterizzano la forma proliferante 
(Burns SA et al, 2014).  
 
 Figura 3. Retinopatia diabetica. (Retinopatia Diabetica,  S.Bonafonte, CA. Garcia 
Spanish Edition, 2006). 
 
I vasi sanguigni neoformati, non possedendo una struttura adeguata, 
possono rompersi facilmente, con il rischio di sviluppo di emorragie pre-
retiniche e distacchi retinici secondari. Negli stadi precoci la retinopatia 
diabetica è generalmente asintomatica. La mancanza di sintomi non è 
peraltro indice affidabile di assenza di microangiopatia retinica diabetica, 
dal momento che la riduzione della vista, della quale il paziente si accorge, 
compare solo quando viene interessata la regione maculare (parte centrale 
della retina). Una diagnosi precoce ed un esatto inquadramento della 
retinopatia diabetica sono dunque elementi essenziali per impedire il 
verificarsi di danni oculari, che possono portare in casi estremi alla cecità 
(Abcouwer SF & Gardner TW, 2014). 
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Le più efficaci armi per ridurre la frequenza di comparsa o di 
aggravamento della malattia rimangono sicuramente, come già detto in 
precedenza, l’accurata prevenzione ed un rigoroso compenso metabolico. 
 In caso di complicanze oculari esiste la possibilità di intervenire 
efficacemente, a seconda della situazione specifica attraverso:  
•Trattamenti laser mirati, efficaci nel migliorare la prognosi visiva nelle 
forme edematose e nel ridurre le temibili complicanze delle forme 
proliferanti neovascolari. 
•Iniezioni intravitreali di sostanze ad azione antiangiogenica, utili nel far 
regredire i neovasi, nelle forme refrattarie al trattamento laser e nelle 
forme edematose di una certa entità. 
•Iniezioni intravitreali di corticosteroidi a lento rilascio che sfruttano le 
proprietà antiangiogeniche e antiedemigene dei corticosteroidi stessi nelle 
forme di edema maculare diabetico.  
•Chirurgia vitreo-retinica che resta generalmente riservata ai casi più gravi 
(retinopatia proliferante con emorragie intravitreali recidivanti e/o distacco 
retinico trazionale) (Gardlik R & Fusekova I, 2014). 
 
1.2.3 Degenerazione maculare legata all’età (DMLE) 
La degenerazione maculare legata all’età (DMLE) è una affezione che 
colpisce la porzione centrale della retina, la macula, sede della visione 
distinta. Una recente ricerca, che ha raggruppato tre studi condotti in 
diversi continenti su un’ampia popolazione, ha evidenziato la presenza 
della DMLE nello 0.2% della popolazione di età compresa tra i 55 ed i 64 
anni, raggiungendo il 13% nella popolazione di età superiore ad 85 anni 
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(Smith et al, 2001). A causa dell’incremento dell’aspettativa di vita e della 
rarità della DMLE nella popolazione nera (Friedman et al, 1999), questa 
patologia ha un maggiore impatto nei Paesi industrializzati, soprattutto 
occidentali. I pazienti con DMLE iniziale e lesioni estese del fondo oculare 
presentano un rischio significativo di sviluppare una forma evoluta di 
DMLE. La DMLE viene comunemente classificata utilizzando i termini di: 
iniziale (o secca) ed evoluta (nelle forme essudativa o neovascolare e 
atrofica) (Fig.4), per indicare rispettivamente momenti diversi, a 
significato ingravescente, e a prognosi visiva peggiorativa di questa 
malattia (Ferris F et al, 2013). 
 
Figura 4. Degenerazione maculare legata all’età (DMLE). (Avanzamenti nella diagnosi e 
terapia della degenerazione maculare.G. Bertin, 2009) 
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I pazienti con DMLE iniziale presentano lesioni retiniche, quali le drusen e 
aree di alterata pigmentazione (prevalentemente iperpigmentazione), ma 
quasi sempre mantengono un buon livello di acuità visiva. La DMLE 
evoluta o neovascolare provoca una grave perdita della capacità visiva, 
portando alla formazione di uno scotoma centrale (zona centrale di cecità) 
secondario alla formazione di neovasi in prossimità o al centro della 
macula (Mullins RF et al, 2014). I vasi sanguigni neoformati provengono 
quasi esclusivamente dalla coroide e provocano la formazione di una 
cicatrice fibrovascolare che distrugge la retina centrale.  L’altra forma 
avanzata di DMLE è quella definita atrofica (cosiddetta atrofia 
geografica), in cui si manifestano alterazioni atrofiche della retina e della 
coriocapillare in sede maculare. La maggior parte dei trattamenti 
disponibili mirano a prevenire o curare la DMLE neovascolare, mentre 
non esiste ancora alcun trattamento consolidato per  l’atrofia geografica. 
Fattori di rischio attualmente conosciuti, oltre all’avanzamento dell’età, 
sono rappresentati da: tabagismo, familiarità, sesso (maggiore prevalenza 
nelle donne), razza ed etnia (prevalenza più alta nella razza bianca), colore 
dell’iride (occhi con iridi scure ricche di melanina e quindi ben pigmentati 
sembrerebbero maggiormente protetti dal danno ossidativo indotto dalla 
luce), cataratta, ipertensione arteriosa, consumo di alcol, esposizione alla 
luce solare (Jonasson F et al, 2014). I sintomi principali da ricondurre alla 
presenza di una degenerazione maculare sono rappresentati dalla comparsa 
di distorsione delle immagini (metamorfopsie), dalla visione di una 
macchia fissa centrale (scotoma), da riduzione dell’acuità visiva spesso 
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associata ad alterata visione dei colori, e frequentemente dalla visione di 
immagini rimpicciolite (micropsia) (Bischoff P, 1999). 
 La distorsione delle immagini costituisce spesso il primo e più allarmante 
sintomo di comparsa di una degenerazione maculare, o rappresenta allo 
stesso modo un campanello di allarme della riattivazione di una lesione 
preesistente in pazienti già affetti.  
La terapia standard della DMLE essudativa (umida) consiste nelle 
iniezioni intravitreali di inibitori del fattore implicato nella proliferazione 
vascolare (anti-VEGF). Il VEFG-A (Vascular Endothelial Growth Factor-
A) è stato infatti riconosciuto come il principale fattore neoangiogenico, 
protagonista delle neovascolarizzazioni sia sottoretiniche che retiniche 
(Krause TA et al, 2014). Inoltre, il VEGF determina un’intensa azione 
vasodilatatoria e proedemigena, 50.000 volte maggiore dell'istamina, ed è 
così responsabile dell’essudazione intra- e sotto-retinica associata allo 
sviluppo dei neovasi. L’inibizione farmacologica del VEGF (Holz FG et 
al, 2014) rappresenta, attualmente, la forma più avanzata ed efficace di 
trattamento della patologia. Sono stati quindi sintetizzati anticorpi 
monoclonali specifici per il VEGF che hanno dimostrato, anche in studi 
clinici di fase III, di essere in grado di contrastare la crescita neovascolare 
e preservare la capacità visiva rispetto al gruppo placebo. Nella forma 
atrofica (secca) della DMLE, l’evoluzione è generalmente lenta e 
progressiva. Fino ad ora non sono risultati disponibili trattamenti altamente 
efficaci. Tuttavia, diversi studi indicano un beneficio tramite impiego di 
sostanze nutritive ad alto dosaggio (vitamine anti-ossidanti, zinco, ossido 
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di rame, luteina, acidi omega 3). L’ alimentazione sana, la protezione degli 
occhi da raggi UV, la rinuncia al fumo e il controllo del diabete e 
dell’ipertensione permettono di influire positivamente sul decorso della 
malattia. 
 
1.3 Coinvolgimento delle citochine infiammatorie nelle 
patologie oculari 
 
Negli ultimi anni sono stati sviluppati diversi approcci terapeutici per il 
trattamento di patologie oculari considerate in precedenza difficilmente 
guaribili. Parte di questo successo si deve soprattutto all’identificazione 
del ruolo svolto dal processo infiammatorio in diverse malattie oculari 
(Contreras-Ruiz L et al, 2013).  
Nelle patologie immuno-dipendenti il processo infiammatorio induce una 
complessa cascata di segnali biologici, molecolari e cellulari che alterano 
le risposte fisiologiche del tessuto oculare interessato. 
La flogosi è un processo trasversale che, attivato da un evento lesivo, si 
traduce in particolari sintomi clinici, non solo confinati alle patologie 
oculari frequentemente associate a processi infiammatori (es. allergia, 
congiuntivite, cheratite, uveite, ecc.), ma anche, com’è stato dimostrato 
negli ultimi anni, a patologie quali il glaucoma (Chua J et al, 2012), la 
DMLE (Stanton CM & Wright AF, 2014) e la retinopatia diabetica 
(Abcouwer SF, 2013). Presso il sito della lesione le cellule rilasciano 
segnali molecolari che causano diversi cambiamenti nella zona interessata 
quali: rimodellamanto della matrice extracellulare, dilatazione dei vasi 
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sanguigni, aumento del flusso sanguigno e della permeabilità vascolare, 
essudazione di liquidi contenenti proteine come le immunoglobuline e 
invasione da parte dei leucociti. L’infiammazione cronica e prolungata è 
una caratteristica determinante per malattie come aterosclerosi, obesità, 
diabete, artrite reumatoide, asma e diversi tipi di tumore. Molte di queste 
malattie hanno ormai consolidata manifestazione oculare in retinopatia 
diabetica, sclerite, uveite, sindrome del dry eye e nelle neoplasie oculari. 
Infatti, nonostante molti tessuti oculari abbiano un sistema immuno-
privilegiato o altamente evoluto per proteggere il delicato asse visivo,
 
il 
controllo dell’infiammazione acuta è regolato dalle stesse vie generali, da 
mediatori e da cellule effettrici che gestiscono le risposte infiammatorie in 
altri organi (Pflugfelder SC et al, 2013). Non a caso, la maggior parte degli 
immunosoppressori utilizzati nelle patologie infiammatorie oculari sono 
stati originariamente sviluppati nella medicina dei trapianti, per patologie 
reumatiche o per altre malattie sistemiche di origine infiammatoria. 
Recentemente, è stata osservata una significativa alterazione nel profilo di 
citochine e chemochine in campioni di umore acqueo di pazienti diabetici 
senza alcuna manifesta patologia retinica, ma con una marcata similitudine 
con quanto riscontrato in pazienti con conclamata retinopatia (Owen LA & 
Hartnett ME, 2013). Queste informazioni scientifiche non soltanto 
conferiscono ulteriore supporto al fatto che l’infiammazione cronica 
giuoca un ruolo significativo nella patogenesi della retinopatia, ma 
suggeriscono, inoltre, che il processo infiammatorio si attivi prima ancora 
che la retinopatia (diabetica e/o proliferativa) sia clinicamente 
 25 
diagnosticata. L’identificazione nei tessuti oculari di alcune citochine 
infiammatorie quali TNF, IL-1, IL-6 potrebbe, quindi, consentire sia 
l’individuazione di un marker predittivo, che la focalizzazione di un 
importante target per lo sviluppo di future opzioni terapeutiche. 
 
1.4 Citochine infiammatorie 
 
Con il termine generale di citochine si intendono dei mediatori 
polipeptidici non antigene specifici che fungono da segnali di 
comunicazione fra le cellule del sistema immunitario e fra queste e diversi 
organi e tessuti. Citochine, fattori di crescita e ormoni polipeptidici sono 
un gruppo di proteine regolatorie coinvolte nei circuiti di comunicazione 
extracellulare. Queste molecole polipeptidiche (citochine, fattori di 
crescita e ormoni) hanno similitudini e si sovrappongono, ma tuttavia 
hanno caratteri distintivi, che permettono di distinguere queste diverse 
famiglie di molecole. Infatti, alcune proprietà di carattere generale 
distinguono le citochine dai fattori di crescita e dagli ormoni. I fattori di 
crescita non emopoietici, a differenza delle citochine tendono ad essere 
prodotti in modo costitutivo e i loro bersagli principali sono costituiti da 
cellule non emopoietiche. Gli ormoni di crescita endocrini sono in genere 
prodotti da cellule specializzate o da tessuti specializzati. Al contrario, le 
citochine sono in genere prodotte da una varietà di tipi cellulari o, nel caso 
in cui la produzione sia ristretta a cellule linfoidi come nel caso di IL-2 e 
Interferone-γ (IFN-γ), questa è solo una delle tante funzioni che 
caratterizzano la cellula producente. Gli ormoni sono rilasciati in circolo e 
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agiscono in siti distanti. La produzione di citochine invece è transitoria, in 
genere agiscono localmente a breve distanza e di regola non si trovano in 
quantità importanti in circolo in condizioni normali. Gli ormoni 
polipeptidici sono spesso limitati nella loro azione a un ristretto numero di 
bersagli cellulari, con eccezioni importanti quali l’insulina. Al contrario, 
molte citochine sono pleiotropiche, nel senso che agiscono su una grande 
varietà di cellule e tessuti. Inoltre, a differenza degli ormoni, citochine 
strutturalmente diverse come quali IL-1 e il fattore di necrosi tumorale 
(TNF), hanno azioni che in larga misura si sovrappongono. 
Nessuna di queste caratteristiche distintive è assoluta. Per esempio il 
transforming growth factor-β (TGF-β) e il fattore di stimolazione delle 
colonie M (M-CSF), sono presenti in quantità cospicue in circolo in 
condizioni normali; IL-6 è prodotta invece in risposta a segnali 
infiammatori locali, ma agisce a distanza sul fegato contribuendo alla 
risposta di fase acuta. I criteri sopra delineati definiscono dunque i confini 
dell’universo delle citochine in modo non rigido e assoluto. 
Le citochine possono essere classificate utilizzando criteri diversi. Questi 
comprendono caratteristiche di tipo strutturale, la classe di recettori 
riconosciuti e le loro caratteristiche funzionali. Una classificazione utile 
dal punto di vista operativo è quella di distinguere le citochine sulla base 
delle loro proprietà funzionali che comprende: le citochine emopoietiche; 
le citochine dell’immunità specifica; le citochine infiammatorie primarie; 
le citochine anti-infiammatorie o immunosoppressive; le citochine 
infiammatorie secondarie (le chemochine). 
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Le citochine infiammatorie possono essere distinte in primarie e 
secondarie. Le citochine infiammatorie primarie costituiscono un trio di 
mediatori fondamentali o meglio di molecole che sono il prototipo di 
intere famiglie: IL-1, TNF e IL-6. Le citochine infiammatorie primarie 
sono estremamente pleiotropiche, nel senso che il loro spettro di azione 
comprende una grande varietà di cellule e di tessuti. Infatti molecole come 
IL-1 e TNF agiscono praticamente su tutte le cellule e su tutti i tessuti 
dell’organismo. Inoltre, nonostante il fatto che queste tre molecole 
interagiscano con recettori strutturalmente diversi, le loro attività si 
sovrappongono in modo importante. IL-1 e TNF sono in modo 
inequivocabile citochine infiammatorie primarie, nel senso che hanno la 
capacità di mettere in movimento l’intera cascata di mediatori caratteristici 
di una risposta infiammatoria. IL-6 tende ad essere in una certa misura un 
mediatore secondario, nel senso che costituisce la molecola responsabile 
per risposte quali la produzione di proteine di fase acuta. 
Le citochine infiammatorie primarie IL-1 e TNF, a livello locale, inducono 
la produzione di molecole adesive, chemochine, fattori di crescita e 
mediatori lipidici quali prostaglandine e monossido di azoto. Questi 
mediatori essenzialmente locali amplificano il reclutamento leucocitario e 
la sopravvivenza dei leucociti reclutati nel tessuto. A livello sistemico, IL-
1 e TNF agiscono attraverso IL-6 sul fegato. La risposta epatica a IL-6 è 
caratterizzata dalla produzione di proteine dette di fase acuta. La cascata 
delle citochine infiammatorie è soggetta a circuiti di regolazione negativa, 
che agiscono a livello locale o a livello sistemico. Un primo circuito di 
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regolazione negativa è costituito da citochine anti-infiammatorie (IL-10 e 
TGFβ ) che sono prodotte principalmente dalle stesse cellule che 
producono IL-1 e TNF, i monociti-macrofagi. Un secondo circuito di 
regolazione negativa che spegne la produzione di IL-1 e TNF è costituito 
dall’asse ipotalamo-ipofisario. Infatti, IL-1 e TNF agiscono sull’ipotalamo 
inducendo la produzione di fattori di rilascio (releasing factors) che 
provocano la produzione di ACTH (ipofisi) che a sua volta induce la 
produzione di ormoni glucocorticoidi (surrene). Gli ormoni glucocorticoidi 
tendono a spegnere la produzione di IL-1 e TNF (Pontieri G M et al, 
2010). 
 
1.4.1 Interleuchina 1 (IL-1) 
L’interleuchina 1 (IL-1) è una citochina pro-infiammatoria coinvolta nella 
patogenesi di diverse malattie croniche, tra cui l’artrite reumatoide, 
l’osteoartrosi e altre patologie reumatiche e autoinfiammatorie. 
IL-1 è una citochina secreta da vari tipi di cellule del sistema immunitario 
tra cui macrofagi, monociti e cellule dendritiche, ma anche da fibroblasti e 
cellule endoteliali. La liberazione di IL-1 avviene in risposta ad infezioni 
batteriche (la produzione di citochina viene stimolata soprattutto dall'LPS, 
un’endotossina dei batteri Gram negativi), in risposta alla produzione di 
TNF da parte di altre cellule e dall'interazione delle cellule produttrici di 
IL-1 con linfociti T-CD4 positivi attivati (Dinarello CA, 1996). Esistono 
due forme biologiche di IL-1 (α e β). Sebbene siano prodotte a partire da 
geni distinti e l’omologia di sequenza sia inferiore al 26%, le forme α e β 
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mantengono una regione minima di omologia (Elsenberg P et al, 1990) 
che viene riconosciuta dal recettore per l’IL-1. Entrambe le isoforme, 
infatti, possono svolgere gli stessi ruoli biologici e sono sintetizzate a 
partire da precursori (31 kDa) che in seguito a processamento originano le 
forme attive (circa 17 kDa). 
La maggior parte delle molecole di IL-1α restano nella forma di precursori 
a livello intracellulare a mediare gli effetti autocrini della citochina; una 
parte tuttavia viene trasportata sulla membrana cellulare e può fungere da 
messaggero paracrino (Dinarello CA, 1996). 
IL-1β è secreta nello spazio extracellulare ed il suo clivaggio è dovuto ad 
una proteasi intracellulare, IL-β converting enzyme (ICE), conosciuta 
anche come caspasi-1.  
I recettori per l’IL-1 (IL-1R) appartengono alla superfamiglia delle 
immunoglobuline e contengono tre domini Ig-like nella loro porzione 
extracellulare (Firestein GS et al, 1994). 
Esistono due tipi di recettore: 
 • IL-1RI, capace di reclutare una chinasi e quindi di avviare la cascata 
di segnali all’interno della cellula bersaglio;  
• il decoy receptor IL-1RII, che non genera risposte intracellulari e che 
sembra avere la funzione di tampone per compensare l’eccessiva 
concentrazione di IL-1. 
Il legame di IL-1 alle cellule bersaglio che esprimono il recettore è in 
grado di indurre la sintesi di altre citochine come IL-6 e IL-2, gli 
interferoni o le chemochine (sostanze in grado di attirare macrofagi e 
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granulociti verso il sito di infiammazione). Gli effetti possono essere 
diversi a seconda del tipo di cellula bersaglio. L’IL-1 ha molteplici effetti 
sia locali che sistemici, tra cui quello di attivare processi infiammatori 
come febbre, vasodilatazione e crampi in risposta ad infezioni batteriche. 
Stimola, inoltre, la produzione di prostaglandine da parte di vari tipi di 
cellule (muscolari, epiteliali, ecc) (Dinarello CA, 1996). 
L’IL-1 ha un ruolo fondamentale nella fase di attivazione della risposta 
infiammatoria acuta: infatti, stimolando la vasodilatazione dei vasi 
sanguigni (per mezzo delle prostaglandine), IL-1 favorisce la migrazione 
di cellule immunitarie quali macrofagi e linfociti verso il sito di infezione. 
Inoltre, aumentando l'espressione di molecole di adesione nelle cellule 
dell'endotelio dei vasi sanguigni, favorisce l'ancoraggio dei leucociti alle 
pareti dei vasi stessi e la loro migrazione verso i tessuti. Inoltre, tale 
citochina contribuisce all’attivazione dei linfociti T-helper e alla 
maturazione ed espansione clonale dei linfociti B (moltiplicazione di 
linfociti B in grado di riconoscere lo stesso antigene). 
È stato dimostrato che IL-1 agisce sinergicamente con la bradichinina, con 
altre citochine e fattori di crescita soprattutto nello stimolare la sintesi di 
prostanoidi. In letteratura è ampiamente riportato un sinergismo molto 
forte tra IL-1 e TNF-α. IL-1 è in grado di stimolare la febbre anche in 
assenza di altri stimoli (antigeni batterici), ed è per questo conosciuta come 
un pirogeno endogeno analogamente a TNF-. La modulazione 
dell’attività biologica di IL-1 è molto importante per regolarne gli effetti 
infiammatori e di riparazione tissutale. Esistono vari meccanismi per 
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modulare l’attività dell’IL-1 quali la down-regolazione del recettore da 
parte della stessa IL-1, l’esistenza di un decoy receptor (IL-1RII), 
l’esistenza di forme solubili di entrambi i tipi di recettore per l’IL-1 e 
soprattutto la sintesi endogena di un antagonista recettoriale dell’IL-1. 
Quando questa stretta regolazione viene a mancare si ha un’iperproduzione 
di IL-1, che si traduce infine nelle manifestazioni tipiche delle malattie 
infiammatorie croniche (Arend WP, 2001). 
 
1.4.2 Fattore di necrosi tumorale-alpha (TNF- α) 
 
Il Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-α) è una citochina pleiotropica 
proinfiammatoria che svolge importanti funzioni in condizioni cliniche 
flogistiche, infettive, autoimmuni e neoplastiche (Apostolaki M et al, 
2010). In particolare, rappresenta il principale mediatore della risposta 
infiammatoria contro i batteri Gram-negativi ed altri agenti infettivi, ed è 
responsabile di molte manifestazioni cliniche sistemiche in corso di 
infezioni (Abbas AK et al, 2000). Il TNF-α è una molecola facente parte 
della superfamiglia del TNF, di cui fanno parte anche TNF-β (o 
linfotossina), FasL, CD40L, p33, CD134L, CD154, CD70, CD153, 
CD137L, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, LIGHT, TL1, 
AITRL e THANK (Abbas AK et al, 2000; Vinay DS & Kwon BS, 2009; 
Vassalli P, 1992). La principale sorgente cellulare di TNF-α è data dai 
fagociti mononucleati attivati, linfociti T e B, cellule NK, mastociti, cellule 
endoteliali e tessuto nervoso (Abbas AK et al, 2000; Vinay DS & Kwon 
BS, 2009; Vassalli P, 1992). La trascrizione del gene del TNF-α è attivata 
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in risposta ad infiammazione, infezioni e stress cellulare. Uno stretto 
controllo dell’espressione del gene del TNF-α è assolutamente essenziale 
per l’omeostasi cellulare. Disregolazioni dell’espressione di tale gene sono 
anche associate ad una aumentata suscettibilità ad alcune tipologie di 
infezioni, tra cui la tubercolosi (quando vi è deficit di TNF-α) o la malaria 
cerebrale (quando vi sono elevati livelli di TNF-α) (Lou J et al, 2001; 
Jacobs M et al, 2007). TNF-α viene inizialmente sintetizzato come 
proteina transmembrana trimerica dal peso molecolare di 26 kDa (Vlantis 
K & Pasparakis M, 2010; Kriegler M et al, 1988) e, successivamente, ad 
opera di una metalloproteinasi denominata enzima di conversione del 
TNF-α (TACE o ADAM17). Tale proteina viene clivata causando la 
liberazione del TNF-α del peso di 17 kDa dalla membrana cellulare al 
liquido interstiziale (Kriegler M et al, 1988). Sia la forma transmembrana 
che quella solubile sono biologicamente attive purchè rimangano nella loro 
forma trimerica. Il TNF-α esplica le proprie funzioni a livello cellulare 
previo legame con due distinti recettori di membrana, denominati TNF 
receptor 1 (TNFR1, CD120a, p55/p60) e TNF receptor 2 (TNFR2, 
CD120b, p77/p80) (Kriegler M et al, 1988, Vandenabeele P et al, 1995). 
Sono stati realizzati modelli animali ingegnerizzati con difetti di 
espressione del TNF-α o dei TNFR che hanno contribuito in maniera 
determinante a comprendere gli effetti del TNF-α e dei suoi recettori. Topi 
con deficit di TNF-α hanno evidenziato il ruolo fisiologico di tale 
citochina nella microarchitettura degli organi linfoidi secondari e nella loro 
funzione, nonchè nella difesa dell’ospite da infezioni (Pasparakis M et al, 
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1996). Tali effetti sono stati collegati con le funzioni svolte dal TNFR1 
(Rothe J et al, 1993; Pfeffer K et al, 1993; Pasparakis M et al, 2000). 
Gli studi condotti in topi appositamente mutati per una sovrapproduzione 
di TNF-α hanno senz’altro approfondito la conoscenza degli effetti 
dannosi di tale citochina nell’ambito delle patologie immunomediate, ma 
hanno anche rilevato, d’altro canto, un’importante funzione 
immunomodulante di tale citochina nel contesto di patologie autoimmuni. 
Una deregolata iperproduzione di tale citochina è già di per se sufficiente, 
nel topo transgenico, a determinare un’infiammazione multi-organo o 
tessuto-specifica, che si manifesta con patologie rassomiglianti all’artrite 
reumatoide (Keffer J et al, 1991; Kontoyiannis D et al, 1999), alle malattie 
infiammatorie croniche intestinali (Kontoyiannis D et al, 1999) o alla 
sclerosi multipla (Probert L et al, 1995). Tuttavia, l’ipotesi che una 
sostenuta attività del TNF-α risulti sempre in una patologia autoimmune o 
infiammatoria non risulta sempre confermata.  
Dal punto di vista sistemico, la principale funzione biologica del TNF-α 
consiste nel facilitare il reclutamento di neutrofili e monociti nei siti di 
infezione e di attivarne le funzioni fagocitiche. Tali effetti sono il risultato 
di un’azione combinata tra cellule endoteliali e leucociti. Nelle cellule 
endoteliali, infatti, vengono espresse, in risposta a tale citochina, molecole 
di adesione (integrine e selectine) che, in una prima fase, ancorano i 
neutrofili e, successivamente, anche linfociti e monociti. Inoltre, nelle 
cellule endoteliali come nei macrofagi, il TNF-α induce la formazione di 
chemochine le quali, a loro volta, favoriscono il reclutamento di leucociti. 
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Il TNF-α contribuisce in maniera importante alla patogenesi delle reazioni 
flogistiche locali dannose per l’ospite (come avviene in varie malattie 
autoimmunitarie). 
Nel corso di infezioni gravi, il TNF-α viene prodotto in quantità maggiori, 
svolgendo funzioni endocrine che possono provocare alterazioni tissutali e 
manifestazioni cliniche sistemiche. In particolare, a livello dell’ipotalamo 
induce la febbre: per tale ragione, questa citochina e stata denominata 
―pirogeno endogeno‖ (per differenziarlo dall’LPS, denominato, invece, 
―pirogeno esogeno‖). Nell’induzione della febbre, il TNF-α, come anche 
l’IL-1, agisce aumentando la produzione di prostaglandine nell’ipotalamo. 
Negli epatociti agisce, in associazione con IL-1 e IL-6, aumentando la 
produzione di alcune proteine come il fibrinogeno e la proteina amiloide 
A.  Una produzione sostenuta di TNF-α provoca le condizioni metaboliche 
tipiche della cachessia, una condizione clinica caratterizzata da una 
significativa perdita di tessuto muscolare e adiposo. Il TNF-α induce 
cachessia andando ad inibire la lipoprotein-lipasi, un enzima necessario 
per la liberazione degli acidi grassi dalle lipoproteine circolanti. Quando 
elevate concentrazioni di TNF-α vengono introdotte nel sangue, la 
contrattilità del miocardio ed il tono della muscolatura vascolare risultano 
inibiti, con importante calo pressorio e l’instaurarsi di una vera e propria 
condizione di shock. Il TNF-α provoca anche trombosi intravascolare 
andando ad inibire il rilascio dei fattori anticoagulanti propri 
dell’endotelio. Tale citochina, infatti, induce l’espressione sulle cellule 
endoteliali di un potente attivatore della cascata coagulativa, ed inibisce 
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l’espressione di trombomodulina, la quale serve ad arrestare la cascata 
coagulativa. La situazione è ulteriormente complicata dal reclutamento dei 
neutrofili, che determina a sua volta l’intasamento vascolare. Lo shock 
settico è una sindrome caratterizzata da collasso cardio-circolatorio, 
coagulazione intravascolare disseminata ed alterazioni metaboliche. Lo 
shock settico sembra causato dall’induzione da parte del LPS di una 
elevata produzione di TNF-α e di altre citochine proinfiammatorie, quali 
l’IL-12, l’IFN-γ e l’IL-1. Le concentrazioni plasmatiche di TNF-α possono 
rappresentare un valore predittivo dell’infezione da batteri Gram-negativi. 
Questo rappresenta uno dei rari casi in cui la misurazione del livello 
sierico di una citochina può offrire un’informazione clinica preziosa. 
 
 
1.4.3 Interleuchina-6 (IL-6) 
 
IL-6 è una citochina con attività pleiotropica, che spazia dalla modulazione 
delle risposte infiammatorie, all’emopoiesi, al metabolismo osseo (Lotz M, 
1995). Tale citochina è sintetizzata da vari tipi di cellule fra cui macrofagi, 
linfociti T attivati, fibroblasti e cellule endoteliali (Naka T et al, 2002), in 
risposta a patogeni e ad altre citochine, in particolare il fattore di necrosi 
tumorale alfa (TNFα) ed IL-1.  
IL-6 è un polipeptide di 26 kDa, organizzato in domini globulari di 4 -
eliche a lunga catena in cui la prima e la seconda sono parallele fra loro ed 
antiparallele alla terza e alla quarta (Heinrich PC et al, 1998). Questa 
molecola attiva le vie intracellulari tramite un complesso recettoriale che 
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comprende due unità trasducenti β, dette gp130, ed una subunità specifica 
α, IL-6R, che è l’unica con cui la citochina può interagire direttamente e 
che è fondamentale per la trasduzione del segnale. Seppure con qualche 
variazione, le vie intracellulari sono le stesse anche per altri mediatori, 
quali l’IL-11, il fattore di inibizione della leucemia (LIF), l’oncostatina 
(OSM), il fattore ciliare neurotrofico (CNTF) e la cardiotrofina 1 (CT-1), 
con cui IL-6 condivide parte delle proprie attività (Heinrich PC et al, 
1998). A tali molecole, in virtù di omologie strutturali e funzionali, ci si 
riferisce generalmente con il nome di ―citochine IL-6 simili‖, che a loro 
volta fanno parte di una famiglia estesa di molecole dette ―emopoietine‖ 
(Goldsby RA et al, 2000). Esaminando la porzione extracellulare delle sub-
unità recettoriali α e β, si può notare che tutte possiedono i due motivi 
aminoacidici caratteristici ―4 cisteine‖ e ―WSXWS‖ (dove W indica il  
triptofano, S è l’abbreviazione di Ser e X indica un residuo aminoacidico 
variabile). Tali sequenze sono inserite su due unità fibronectina-III simili 
consecutive, in modo da trovarsi rispettivamente su quella N-terminale e 
su quella C-terminale. I due segmenti fibronectina-III simili, contenenti le 
sequenze caratteristiche, costituiscono uno dei domini indispensabili per 
fissare il ligando e pertanto sono presenti almeno una volta in ciascuna 
subunità recettoriale (Heinrich PC et al, 1998). Nella regione intracellulare 
delle proteine trasducenti possiamo riconoscere i domini altamente 
conservati Box1 e Box2, legati in modo permanente a tirosin-chinasi della 
famiglia Janus (Jaks) (Stahl N et al, 1995). Le dimensioni di Box1 e Box2 
permettono di reclutare una sola Jak per ogni porzione recettoriale 
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trasducente. La stessa sub-unità è compatibile per più tipi di Jak, ad 
esempio gp130 ha specificità per Jak1, Jak2 e Tyk2, che vengono scelte in 
combinazioni diverse a seconda del tipo cellulare (Stahl N et al, 1995). Le 
porzioni trasducenti della maggior parte dei recettori per le citochine, fra 
cui anche gp130, non possiedono un’attività catalitica intrinseca. Tuttavia, 
attraverso le Jaks, sono in grado di indurre una rapida fosforilazione delle 
tirosine nelle diverse proteine. Quando IL-6 si lega a domini -specifici, 
induce una omodimerizzazione delle sub-unità recettoriali β. La 
dimerizzazione permette alle Jaks, che si trovano su due sub-unità 
trasducenti contigue, di essere sufficientemente vicine da attivarsi 
reciprocamente. A questo punto sono pronte a fosforilare uno dei cinque 
residui di tirosina nella porzione carbossi-terminale del recettore, 
predisponendole ad attivare a seconda del residuo di tirosina fosforilato le 
diverse cascate del segnale. In effetti è stato dimostrato che la scelta delle 
vie intracellulari dipende esclusivamente dal residuo di tirosina fosforilato 
e non dal tipo di Jak, come era stato ipotizzato inizialmente (Ihle JN, 
1994). Le reazioni che seguono il legame con le STAT o SHP-2 sono 
estremamente variabili e substrato-dipendenti ad esempio: SHP-2 invia 
uno stimolo mitotico tramite la via delle MAPK chinasi (Fukada T et al, 
1996). Ci sono anche ipotesi per cui SHP-2 si comporterebbe da regolatore 
negativo di STAT3, in quanto topi knock-out per la prima pathway 
mostrano i tipici segni da iperstimolazione della seconda (Ohtani T et al, 
2000). Quando STAT si è legata al recettore tramite il dominio SH2 viene 
fosforilata da Jak: in questo modo essa è molto più affine alla tirosina 
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fosforilata di un’altra STAT che non al recettore stesso, pertanto si stacca e 
dimerizza. Il dimero diventa un fattore di trascrizione attivo in seguito ad 
un’ulteriore fosforilazione e si trasferisce, con un meccanismo non ancora 
chiaro, nel nucleo. La sequenza di DNA prescelta dipende dal tipo di 
dimero, ad esempio quando STAT1 si lega a STAT3 il target è sempre il 
promotore delle proteine di fase acuta (Wegenka UM et al, 1993). Inoltre, 
STAT3 è responsabile anche di segnali che promuovono la crescita 
cellulare ed il differenziamento. Quando la stimolazione genica indotta 
dalle citochine IL- 6 simili è eccessiva possono insorgere numerose 
patologie (Montero-Julian FA, 2001). Ad esempio alti livelli plasmatici 
del mediatore sono stati trovati in disturbi autoimmuni come l’artrite 
reumatoide (Yoshizaki K et al, 1998), nell’osteoporosi e in molti tipi di 
tumori fra cui il mieloma multiplo, il plasmocitoma ed il carcinoma renale 
(Nata T et al, 2001). Per evitare ciò l’organismo dispone di un sistema di 
regolazione complesso che inibisce a più livelli la traduzione del segnale 
in modo da modularne sia l’intensità che la durata. In base a quanto 
scoperto finora, la regolazione negativa può interessare il complesso 
citochina-recettore, Jak oppure STAT. Il complesso citochina-recettore 
viene internalizzato tramite vescicole di clatrina: è un metodo drastico e 
permette sia di inibire a monte tutte le possibili cascate di trasduzione, sia 
di liberare rapidamente il plasma dal mediatore e ristabilire l’omeostasi. 
Avviene principalmente nelle cellule epatiche che, oltre ad essere deputate 
al metabolismo, sono anche uno dei bersagli principali di IL- 6 (Sonne O et 
al, 1990). Oltre a questo meccanismo, esiste una famiglia di proteine che 
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possono legarsi alle Jaks inibendone l’attività. La loro sintesi è indotta 
dalla stessa IL- 6 tramite STAT1 e STAT3 (Starr R et al, 1997). Infine, la 
regolazione negativa può passare anche attraverso la defosforilazione delle 
STAT (Haspel RL et al, 1996). 
 
1.4.4 Transforming growth factor-beta (TGF-β) 
 
Il TGF-β è una  citochina che appartiene alla grande famiglia dei fattori di 
crescita. L’azione principale svolta dal TGF-β nell’ambito del sistema 
immunitario è quella di inibire la proliferazione e l’attivazione di linfociti 
e leucociti.  TGF-β può esercitare altre azioni pro- o anti-infiammatorie 
dipendenti dal processo infiammatorio a livello del quale esso viene 
sintetizzato, dalla sua concentrazione e dalla sua espressione a livello 
locale o sistemico. I TGF-β sono in realtà una famiglia di citochine 
strettamente correlate tra loro, ma codificate da geni distinti, e sono 
comunemente denominati TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3 (Fig. 5).  
 
 
 Figura 5. Complesso TGFβ con le subunità recettoriali (recettori TβRI e TβRII).         
Immagine concessa dalla University of Texas, Health Science Center, San Antonio. 
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Il TGF-β1 è il più diffuso, in quanto lo ritroviamo nelle cellule endoteliali, 
nel connettivo e nel sangue. Il TGF-β2 è presente soprattutto nell’epitelio e 
nei neuroni, mentre il TGF-β3 si trova nelle cellule del tessuto connettivo 
(di origine mesenchimale: soprattutto fibroblasti). Le cellule del sistema 
immunitario sintetizzano principalmente TGF-β1. 
TGF-β1 è una proteina omodimerica sintetizzata e secreta dai linfociti T 
stimolati dall’antigene, da fagociti mononucleati attivati da LPS e da molti 
altri tipi cellulari. Alcuni tipi di linfociti T regolatori possono produrre 
contemporaneamente TGF-β e IL-10, dotati di attività immunosoppressiva. 
TGF-β viene sintetizzato come precursore per essere poi scisso 
proteoliticamente a livello dell’apparato del Golgi per formare 
l’omodimero. La forma matura di TGF-β viene secreta in forma latente in 
associazione ad altri polipeptidi che devono essere rimossi a livello 
extracellulare attraverso digestione enzimatica per permettere alla 
citochina di legare il suo recettore ed esercitare le sue attività biologiche. Il 
recettore per il TGF-β è costituito da due diverse proteine, ALK5 (activin 
receptor-like kinase) e TGF-βRII, che trasducono il segnale attraverso un 
dominio dotato di attività serina/treonina-chinasica che induce 
fosforilazione di fattori di trascrizione denominati SMAD. Quando TGF-β 
ALK5 fosforila SMAD2 e SMAD3, essi si legano a SMAD4 e traslocano 
nel nucleo dove riconoscono le sequenze promotrici dei geni bersaglio, 
regolandone la trascrizione (Fig.6). 
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Figura 6. Vie di trasduzione del segnale del recettore TGF-β (TGF-βR). (Nature 
Reviews, Molecular Cell Biology). 
 
Il TGF-β svolge diverse attività biologiche: 
- Inibisce l’attivazione dei macrofagi, la proliferazione e le funzioni 
effettrici dei linfociti T ed agisce anche su altre cellule, come i 
neutrofili e le cellule endoteliali, principalmente antagonizzando gli 
effetti pro-infiammatori indotti dalle altre citochine. In questo 
modo TGF-β svolge l’importante ruolo di 
attenuazione/terminazione delle risposte immunitarie e 
infiammatorie. Topi Knockout, nei quali il gene che codifica per 
TGF-β1 nei linfociti T è stato inattivato selettivamente, 
manifestano lesioni infiammatorie generalizzate e patologie 
linfoproliferative. 
- Regola la differenziazione di  sottopopolazioni distinte di linfociti T. 
Studi condotti nel topo hanno dimostrato che la differenziazione e 
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la sopravvivenza dei linfociti T regolatori dipendono, almeno in 
parte, da TGF-β. Inoltre, TGF-β prodotto dai linfociti T regolatori e 
dalle cellule dendritiche può bloccare lo sviluppo delle 
sottopopolazioni linfocitarie TH1 e TH2. Al contrario, TGF-β in 
combinazione con altre citochine prodotte durante le risposte 
immunitarie innate (ad es., IL-6) potrebbe promuovere la 
differenziazione di una sottopopolazione di linfociti T CD4
+
 ad 
azione pro-infiammatoria secernente IL-17. 
- Agisce sui linfociti B promuovendo lo scambio isotipico delle 
immunoglobuline (IgA). Le IgA sono la classe di anticorpi 
principalmente coinvolte nella risposta immunitaria a livello delle 
mucose. 
- Modula il processo di riparazione dopo l’attenuazione dei processi 
infiammatori e immunitari locali. Questa funzione è dovuta 
principalmente alla sua capacità di stimolare nei macrofagi e nei 
fibroblasti la sintesi del collagene e degli enzimi coinvolti nel 
rimodellamento della matrice extracellulare. Infine, TGF-β stimola 
il processo angiogenetico (Abbas Ak et al, 2010). 
 
1.4.5 Fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) 
 
I fattori di crescita endoteliali vascolari (VEFG) sono una famiglia di 
proteine omodimeriche che comprende VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 
VEGF-D e PIGF (fattore di crescita placentare). Il VEGF-A è un potente 
induttore dell’angiogenesi  nelle prime fasi dello sviluppo embrionale 
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(vasculogenesi) e nell’adulto (angiogenesi). Questo fattore è responsabile 
dell’angiogenesi associata all’infiammazione cronica, alla guarigione delle 
ferite ed ai tumori. Nei topi transgenici knockout, la perdita di un solo 
allele del VEGF è letale nell’utero a causa di gravi difetti della 
vasculogenesi e dell’emopoiesi. I membri della famiglia dei VEGFs 
trasducono il segnale mediante tre recettori ad attività tirosin-chinasica: 
VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3 (Fig. 7). Gli effetti vasculogenetici e 
angiogenetici del VEGF sono mediati principalmente dal VEGFR-2 (Fig. 
8), espresso dalle cellule endoteliali e da molti altri tipi cellulari. Il ruolo 
del VEGFR-1 è meno chiaro, ma è implicato nell’infiammazione e 
potrebbe favorire la mobilizzazione delle cellule staminali endoteliali. 
VEGF-C e VEGF-D si legano al recettore VEFGR-3 e stimolano 
l’endotelio linfatico inducendo la formazione di neovasi linfatici 
(linfoangiogenesi) (Robbins SL et al, 2010).  
 
 
Figura 7. Recettori del fattore di crescita VEGF ad azione tirosin-   chinasica: VEGFR-
1,VEGFR2 e VEGFR-3. VEGFR1 e VEGFR2 inducono angiogenesi mentre VEGFR3 
causa linfangiogenesi (Mikael Häggström). 
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Figura 8. Induzione dell’angiogenesi attraverso il legame di VEGF-A con  il recettore 
VEGFR-2. 1) Gli attivatori stimolano la produzione di VEGF; 2) VEGF si lega ai 
recettori sulle cellule endoteliali; 3) L’angiogenesi è mediata primariamente attraverso 
l’interazione di VEGF-A con VEGFR-2; 4) Altre varianti di VEGF e VEGFR giocano un 
ruolo in questo processo. BioOncology, USA).  
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Capitolo 2 
 
2.1 Scopo dello studio 
 
Lo scopo del presente studio è quello di valutare mediante IHC e TEM il 
ruolo fisiopatologico delle citochine infiammatorie e del fattore di crescita 
dell’endotelio vascolare (TGF-1, IL-1, IL-6, TNF- e VEGF) nei tessuti 
oculari umani, ottenuti da pazienti affetti da glaucoma, retinopatia 
diabetica e degenerazione maculare senile.  
Recenti studi sottolineano l’importanza dei processi infiammatori nella 
genesi e nella progressione delle più importanti malattie oculari. 
Qualsiasi stimolo infiammatorio (LDL ossidate, radicali dell’ossigeno, 
diabete, infezioni) può perturbare il naturale equilibrio dei tessuti oculari 
conferendogli un fenotipo ―infiammato‖. Il risultato di questi processi è 
l’aumentata espressione di citochine infiammatorie (IL-1 e TNF), proteine 
chemotattiche (MCP-1), fattori di crescita (TGF-β e VEGF) e fenomeni 
apoptotici che nell’insieme contribuiscono all’insorgenza delle malattie 
oculari.  
L’identificazione delle citochine infiammatorie è fondamentale per 
stabilire un loro coinvolgimento nell’insorgenza della malattia, al fine di 
comprenderne la fisiopatologia, utile allo sviluppo di terapie innovative 
che possano migliorare la qualità di vita dei pazienti evitando danni 
irreversibili. La comprensione dei meccanismi cellulari e molecolari che 
portano al danno oculare potrebbe essere utile allo sviluppo di nuovi agenti 
anti-infiammatori e di nuovi approcci terapeutici atti ad evitare trattamenti 
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chirurgici altamente invasivi. Pertanto il nostro principale scopo è stato 
quello di valutare i livelli di espressione e la localizzazione delle citochine 
pro-infiammatorie e dei fattori di crescita nei tessuti oculari mediante 
tecnica immunoistochimica in modo da poter identificare il loro 
coinvolgimento nella patologia ed utilizzare la modulazione di tali fattori 
come potenziale bersaglio terapeutico. 
L'attività di ricerca si è articolata, quindi, nei seguenti punti: 
• Analisi delle alterazioni morfologiche e strutturali dei campioni 
oculari ottenuti da pazienti affetti da POAG, DR e DMLE. 
• Studio dei livelli di espressione e della localizzazione di citochine 
pro-infiammatorie e di fattori angiogenici nei tessuti oculari esaminati. 
• Studio del coinvolgimento della risposta infiammatoria 
nell’induzione e progressione della malattia attraverso rilascio di citochine 
pro-infiammatorie e fattori angiogenici al fine di identificare 
l’eziopatogenesi della malattia. 
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Capitolo 3 – Materiali e Metodi 
 
3.1 Pazienti 
 
Venivano inclusi nello studio 86 pazienti, di età compresa tra 28 ed 83 
anni (54 maschi e 32 femmine), esaminati presso la Clinica Oculistica del 
Policlinico Umberto I di Roma e l’IRCCS ―Fondazione Bietti” (Docenti di 
riferimento: Prof. R. Plateroti e Prof. G. Ripandelli). 28 pazienti 
presentavano patologia glaucomatosa (POAG) conseguente ad un 
persistente aumento della IOP e sono stati sottoposti a trabeculectomia, 
 che consiste nell'asportazione di un piccolo tassello di tessuto sclero-
corneale (delle dimensioni di circa 1 x 3 mm); 21 pazienti presentavano 
DR, in seguito a distaccamento della retina, sono stati sottoposti a 
chirurgia vitreo-retinica con asportazione di un piccolo frammento di 
retina, 16 pazienti venivano ricoverati per DMLE e sono stati sottoposti a 
chirurgia sub maculare e traslocazione retinica, nel corso dell’intervento 
chirurgico sono stati prelevati frammenti dello strato superficiale della 
retina. Frammenti di controllo sono stati ottenuti da 21 pazienti sottoposti 
ad exenteratio orbitae o a resezione parziale del globo a seguito di eventi 
traumatici o patologia neoplastica oculare. Sono stati esclusi 
dall’arruolamento pazienti con patologie concomitanti di tipo neoplastico, 
infettivo, autoimmune, con disordini vascolari periferici o che avessero 
eseguito una qualsiasi terapia antiinfiammatoria nei sei mesi precedenti. Il 
consenso informato scritto è stato richiesto e ottenuto da tutti i soggetti 
arruolati.  Prima e durante l’intervento chirurgico nessun prodotto chimico 
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e/o farmacologicamente attivo è stato somministrato ai pazienti ad 
eccezione dei farmaci utilizzati per l’anestesia locale. Per ogni protocollo 
sperimentale c’è stata preliminarmente l’approvazione del Comitato Etico 
per la Sperimentazione Umana dell’Ente presso il quale sono stati condotti 
gli esperimenti (Policlinico Umberto I, Roma e IRCS-Fondazione Bietti). 
Gli esperimenti sono stati condotti in accordo con le linee guida e le leggi 
Italiane e della Comunità Europea riguardanti il consenso informato scritto 
del paziente.  
Il numero di campioni analizzati è descritto nella Tabella I (Tab. I). 
 
Tabella I. Descrizione dei campioni di POAG, DR E DMLE ottenuti mediante intervento 
chirurgico. 
N° di pazienti 
POAG 
N° di pazienti 
DR 
N° di pazienti 
DMLE 
N° di pazienti 
CONTROLLO 
28 (17♂ : 11♀) 21(13♂ : 8♀) 16(9♂ : 7♀) 21(15♂ : 6♀) 
♂ paziente di sesso maschile; ♀ paziente di sesso femminile; POAG:glaucoma ad angolo 
aperto, DR: retinopatia diabetica, DMLE: degenerazione maculare legata all’età.  
 
I tessuti fissati in formalina sono stati inclusi in paraffina per l’analisi 
immunoistochimica.  
 
3.2 Preparazione delle sezioni istologiche in paraffina  
  
I tessuti dopo il prelievo sono stati processati per essere inclusi in 
paraffina. La preparazione di una sezione istologica richiede diverse tappe. 
Dopo aver prelevato i frammenti di tessuto immersi in soluzione alcolica 
80° a 4°C, si esegue fissazione in formalina al 10 % tamponata per 10 
minuti. I fissativi liquidi più usati sono la formalina, la miscela di Bouin 
(soluzione di formalina, acido picrico e l’acido acetico glaciale) e miscela 
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di Carnoy (soluzione di alcol assoluto, acido acetico glaciale e 
cloroformio).  
La fissazione serve a bloccare le attività vitali della cellula, rendendo 
insolubili i componenti strutturali, stabilizzando le proteine e inattivando 
gli enzimi idrolitici. Segue lavaggio in acqua corrente per eliminare la 
formalina in eccesso. Successivamente si disidrata il campione con scala 
ascendente degli alcoli (70°-80°-90°-100°) per eliminare la componente 
acquosa che non permetterebbe l’entrata della paraffina nel tessuto, poiché 
l’acqua non è un solvente della paraffina. 
 A questo segue la diafanizzazione in solventi della paraffina (toluolo, 
benzolo o xilolo), che rendono il tessuto già privo dell’acqua, trasparente 
(diafano) e penetrabile da parte della paraffina (Fig. 9). 
 
 
Figura 9. Disidratazione e diafanizzazione per preparare le sezioni istologiche. I tempi 
indicati sono puramente indicativi e in ogni caso, va tenuto ben presente che essi possono 
variare in funzione delle dimensioni dei pezzi trattati. 
 
Segue incubazione a caldo in paraffina, in stufa tarata secondo il punto di 
fusione della paraffina fra i 50°C e i 60°C, per permetterle di sostituirsi al 
solvente all’interno del campione istologico. Segue quindi inclusione in 
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paraffina all’aria, in modo che questa possa solidificarsi. Il tutto è 
successivamente montato su supporto solido in modo da permetterne il 
taglio al microtomo in sezioni dello spessore di 2 - 3 m, che vengono 
fatte aderire al vetrino portaoggetti (Fig.10). 
   
Figura 10. Microtomo, strumento per ottenere sezioni sottili di 2– 3 m di tessuto che 
vengono fatte aderire al vetrino. Tessuto incluso in paraffina. 
          
Il nostro organismo e le cellule in esso presenti sono costituiti per il 70% 
da acqua e l’organizzazione delle loro molecole è tale da renderle 
traslucide. Essendo sostanzialmente trasparenti, cioè completamente 
attraversabili dai raggi di luce, esse sono quindi invisibili al microscopio.  
Per questo motivo sono state individuate una serie di sostanze capaci di 
colorare varie porzioni della cellula, rendendole così visibili. Per molti di 
questi coloranti non è noto il meccanismo attraverso il quale si legano a 
particolari strutture o molecole. Per altri invece si conosce il carattere 
elettrostatico del legame. Un esempio sono i coloranti basici come 
l’Ematossilina, che ha affinità per molecole acide come il DNA (acido 
desossiribonucleico) o coloranti acidi, come l’Eosina che si lega a 
molecole basiche, come molte proteine citoplasmatiche.  
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Queste caratteristiche tintoriali hanno portato a definire alcune strutture 
cellulari ed extracellulari come acidofile e basofile, in base alla loro 
colorabilità con coloranti acidi e basici rispettivamente. 
La maggior parte dei coloranti usati in istologia è rappresentata da 
molecole idrosolubili e quindi disciolte in acqua. Le sezioni da colorare 
sono imbevute di cera e perciò impermeabili all’acqua in cui i coloranti 
sono disciolti. Per colorare le sezioni occorre quindi preliminarmente 
rimuovere la paraffina, con l’uso di xilolo, e reidratare il tessuto attraverso 
un progressivo passaggio in alcol etilico sempre più diluito in acqua, fino 
ad immergerle in acqua corrente. L’Ematossilina lega il DNA e quindi 
colora intensamente il nucleo della cellula, dove questa molecola è 
presente ad altissima concentrazione. Ma l’Ematossilina colora allo stesso 
modo qualsiasi altra molecola ricca di cariche negative, compresi gli altri 
tipi di acidi nucleici o proteine acide.  
 
3.3 Colorazione Ematossilina/Eosina  
Per la colorazione Ematossilina/Eosina, le sezioni di 2-3 m sono poste a 
idratare con una scala discendente di Xilolo I (10’) -  Xilolo II (10’) – 
Etanolo 100 % (10’) – Etanolo 95% (5’) – Etanolo 70% (5’) – Etanolo 50 
% (5’). Si pongono quindi i vetrini in acqua distillata (10’). Si aggiunge 
Ematossilina goccia a goccia, per colorare i nuclei (6’), e si lava in acqua 
corrente, per eliminare il colorante in eccesso, e successivamente si 
passano i vetrini in acqua distillata. Si aggiunge Eosina (2-3’), per 
colorare il citoplasma, e si lava poi in acqua distillata. 
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Si sottopongono i vetrini a disidratazione con scala ascendente di Etanolo 
50% (5’) – Etanolo 70% (5’) – Etanolo 95% (5’)- Etanolo 100% (10’) e 
Xilolo II (10’) e xilolo I (10’). Infine si montano i vetrini con Histochoice 
Mounting Media. 
 
3.4 Tecnica immunoistochimica 
 
L’Immunoistochimica sfrutta la capacità degli anticorpi di distinguere 
differenze, anche minime, tra una proteina e l’altra. Gli anticorpi sono 
anch’essi proteine normalmente prodotte dagli animali superiori per la 
difesa  contro  le sostanze estranee che penetrano nell’organismo. Essi 
sono in grado di legarsi ad altre proteine in modo specifico, discriminando 
anche differenze amminoacidiche tra due simili molecole bersaglio. 
Iniettando in animali la proteina da studiare, si inducono i loro linfociti a 
reagire contro questa proteina ad essi estranea, producendo così anticorpi 
che specificamente la riconoscono. Dal sangue di questi animali è quindi 
possibile isolare gli anticorpi prodotti dai vari cloni linfocitari, anticorpi 
policlonali, ed utilizzarli per studiare tessuti in cui l’antigene deve essere 
localizzato. Questa tecnica è stata ulteriormente sviluppata mediante la 
coltura in vitro dei linfociti dell’animale immunizzato, per ottenere la 
sezione e l’immortalizzazione dei singoli cloni linfocitari attivati a 
produrre anticorpi contro diverse porzioni della molecola iniettata.  
In questo modo è possibile produrre in vitro una quantità illimitata di 
anticorpi molto specifici, detti anticorpi monoclonali. L’anticorpo si lega 
all’antigene, ma essendo esso stesso una molecola non visibile al 
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microscopio, occorre rendere visibile l’anticorpo cosicché il suo legame in 
siti particolari del tessuto possa essere evidenziato. Numerose sono le 
preparazioni di anticorpi disponibili per le procedure di 
immunoistochimica. La più facile da produrre, perché meno costosa e 
dunque più comune, è rappresentata dalla frazione di siero intero, costituita 
da sangue centrifugato per separare gli elementi cellulari. Oltre agli 
anticorpi specifici per l'antigene contro cui l'animale è stato immunizzato, 
essa contiene anche componenti ordinarie del siero come elettroliti, enzimi 
ed altre proteine, tra le quali sono presenti gli anticorpi normalmente 
prodotti dal sistema immunitario, anticorpi naturali e anticorpi aspecifici. 
Occasionalmente questi elementi possono interferire con 
l'immunoistochimica e causare una colorazione aspecifica dovuta 
all’affinità di anticorpi cross-reagenti e di altre proteine sieriche, 
prevalentemente albumina, alfa(α) e beta(β) globuline, per alcune 
componenti tissutali. Poiché il solo elemento necessario per 
l'immunoistochimica è l'anticorpo specifico, la rimozione delle altre 
proteine ridurrà l'incidenza di reazioni non specifiche.  
Una soluzione contenente soltanto anticorpi diretti contro un dato antigene 
avrà una specificità molto elevata. Una singola molecola antigenica, 
tuttavia, possiede numerosi determinanti antigenici o epitopi. Poiché ogni 
clone di cellula B può produrre anticorpi contro un solo epitopo 
antigenico, le preparazioni contenenti una popolazione eterogenea di 
anticorpi specifici per epitopi diversi, e cioè costituita da anticorpi 
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policlonali, può mostrare una cross reattività impossibile da eliminare, 
dovuta alla presenza di epitopi omologhi su differenti molecole.  
L'interpretazione dei risultati ottenuti con anticorpi contro epitopi 
differenti è piuttosto difficile, indipendentemente dalle possibili cross-
reazioni inevitabili. I legami non specifici degli anticorpi policlonali 
possono essere ridotti riducendo la concentrazione di lavoro dell'anticorpo 
e aumentando il tempo di incubazione. Una colorazione specifica per un 
dato marker, necessita l’utilizzo di un anticorpo che reagisca 
esclusivamente con un particolare epitopo di quel marker, poiché esso è 
prodotto da un singolo clone di cellule B, denominato anticorpo 
monoclonale.  
La selezione dei cloni di cellule B che producono specifici anticorpi può 
avvenire fuori dell'animale. Poiché le cellule B, una volta rimosse 
dall'organismo, non possono crescere e dividersi, ma muoiono all'incirca 
entro una settimana, per conservare la capacità di produzione di anticorpi 
dei vari cloni, la cellula B viene fusa con una cellula B tumorale (mieloma) 
che può vivere per un tempo indefinito al di fuori dell'animale ospite. La 
cellula ibrida (ibridoma), che si è così formata con la fusione, può essere 
coltivata in vitro e può produrre l'anticorpo specifico delle cellule B.  
Perché l'ibridoma sia stabile e possa produrre una quantità sufficiente di 
anticorpi monoclonali, la cellula B e la cellula di mieloma devono essere 
della stessa specie animale; il primo passaggio nella produzione di 
anticorpi monoclonali è identico a quello per produrre gli anticorpi 
policlonali. Un topo, che è l'animale più utilizzato per queste tecniche, 
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viene immunizzato con un antigene purificato e comincerà a produrre 
anticorpi contro di esso. Dopo varie immunizzazioni di richiamo, il topo è 
sacrificato e la milza, ricca di linfociti B, è rimossa.  
Una sospensione cellulare è mescolata con le cellule di mieloma per 
consentire la fusione delle due linee cellulari. Le cellule non fuse 
moriranno mentre gli ibridomi sopraviveranno e cresceranno in coltura. 
 La concentrazione dell'anticorpo primario dipende dalla quantità 
dell'antigene presente nel campione da testare (dopo una possibile perdita 
dovuta a lavaggi, diffusione o denaturazione) e dalla sensibilità del sistema 
di rivelazione. Il legame dell'anticorpo primario con l'antigene può essere 
rivelato da fluorocromi o da enzimi coniugati. Se l'anticorpo diretto contro 
l'antigene da cercare è marcato con un fluorocromo, il sito di reazione si 
rende evidente per la fluorescenza dovuta all'anticorpo che ha reagito con 
l'antigene. Se il marcatore è costituito da un enzima esso, in presenza di un 
opportuno substrato, produrrà un precipitato colorato nel sito di reazione. 
L'immunofluorescenza, introdotta nel 1941 con la realizzazione di 
anticorpi coniugati con isotiocianato di fluoresceina (FITC), è il più antico 
metodo di rivelazione immunologica.  
Lo svantaggio dell’immunofluorescenza è rappresentato dalla ridotta 
sensibilità e dalla facile estinzione della fluorescenza. I fluorocromi più 
usati sono la fluoresceina, la rodamina (solforodammina 101), la 
resorufina e la ficoeritrina. L'immunoistochimica è una tecnica dotata di 
maggiore sensibilità e precisione rispetto all’immunofluorescenza il cui 
risultato non è stabile nel tempo e tende a decadere per effetto della luce. 
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Le reazioni enzimatiche possono essere analizzate con un microscopio 
convenzionale a luce diretta, possiedono una colorazione permanente che 
permette la documentazione fotografica anche a distanza di tempo e 
possono essere combinate con le colorazioni istologiche convenzionali per 
valutare la colorazione specifica nel contesto morfologico. 
D'altro canto, l'immunoistochimica richiede spesso la manipolazione di 
substrati potenzialmente carcinogeni, numerose incubazioni addizionali e 
diversi fasi di lavaggio se paragonata alla fluorescenza. Talvolta il 
contrasto tra colorazione e risoluzione non consente di discriminare 
chiaramente le reazioni debolmente positive; inoltre il precipitato risultante 
dalla reazione enzimatica può diffondere nelle zone circostanti e causare 
un quadro di colorazione diffuso. Gli enzimi comunemente usati in 
immunoistochimica sono la fosfatasi alcalina da mucosa di vitello, la β-
galattosidasi e la perossidasi di rafano. Quest’ultima è una molecola di 
piccole dimensioni, che non interferisce con il legame degli anticorpi ai siti 
adiacenti e si può facilmente ottenere in forma altamente purificata. 
Pertanto il rischio di contaminazione è ridotto al minimo. I metodi 
immunoistochimici utilizzati per localizzare l'antigene possono essere 
diretti, fare uso di coniugati (indiretti), utilizzare immunocomplessi o 
sfruttare l'affinità tra avidina e biotina. Ciascuno di essi presenta vantaggi e 
svantaggi che devono essere opportunamente valutati prima della scelta 
della procedura più efficace per le proprie esigenze. Il modo più semplice 
per localizzare un antigene è di utilizzare un anticorpo primario coniugato 
diretto specificamente contro di esso. La coniugazione è un processo che 
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lega chimicamente alcuni tipi di marcatori su una molecola di anticorpo. 
Questi possono essere fluorocromi come fluoresceina o rodamina; enzimi 
come la perossidasi, la fosfatasi alcalina o la β galattosidasi; sostanze 
elettrondense come l'oro colloidale. Sfortunatamente nel processo chimico 
di coniugazione piccole quantità di anticorpo e di marcatore possono 
essere distrutte. Questo può far diminuire la sensibilità e la specificità di 
questi reagenti. Nel metodo diretto l'anticorpo specifico è legato 
chimicamente al fluorocromo o all'enzima (Fig. 11A). Viene poi aggiunto 
un substrato che produrrà un prodotto terminale colorato che precipita nel 
sito e renderà visibile l'antigene localizzato. Il principale ostacolo è 
costituito dalla difficoltà di ottenere un differente anticorpo coniugato per 
ogni antigene da localizzare.  
Nel metodo indiretto l'antigene da ricercare è fatto reagire con un 
anticorpo primario non coniugato (Fig. 11B). In seguito il complesso 
antigene-anticorpo che si è formato sarà fatto reagire con 
immunoglobuline di una specie animale diversa da quella da cui è stato 
prodotto l'anticorpo primario e coniugate con il marcatore. La reazione 
finale risulterà più intensa perché l'antigene tissutale si combina con le 
molecole di anticorpo, ognuna delle quali si legherà, fungendo a sua volta 
da antigene, con molecole di anticorpo coniugato. Il metodo indiretto è più 
versatile rispetto a quello diretto perché può essere utilizzato con diversi 
anticorpi primari prodotti nella stessa specie animale quando è disponibile 
un unico anticorpo secondario coniugato con un marcatore. I tempi 
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richiesti sono doppi rispetto al metodo diretto e i rischi che avvengano 
reazioni non specifiche sono più elevati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         
Figura 11. A - Metodo di rilevazione diretto; B – Metodo di rilevazione indiretto. 
 
Il metodo degli immunocomplessi sfrutta la naturale affinità tra antigene e 
anticorpo. Questo metodo si basa su  un complesso formato artificialmente 
dall'enzima che catalizza la reazione con il cromogeno e da un anticorpo 
specifico per questo enzima. Questi complessi sono solubili e in soluzione 
non formano precipitati. L'uso di immunocomplessi anziché di coniugati, 
rende questa procedura fino a 1000 volte più sensibile rispetto 
all’immunofluorescenza. Questo metodo utilizza tre reagenti: l'anticorpo 
primario, che è specifico per l'antigene; l'anticorpo secondario o "ponte" e 
il complesso costituito da un enzima, la perossidasi, la fosfatasi alcalina o 
la β-galattosidasi, legato per via immune ad un anticorpo diretto contro 
l'enzima stesso. L'anticorpo ponte è capace di legarsi sia all'anticorpo 
primario che al complesso coniugato, perché entrambi sono prodotti nella 
stessa specie animale, e viene aggiunto in eccesso in modo che soltanto 
uno dei suoi siti Fab si leghi all'anticorpo primario, lasciando l'altro sito 
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Fab libero di legarsi all'anticorpo dell'immunocomplesso. L'enzima è 
visualizzato attraverso una reazione substrato-cromogeno. L'assenza di 
anticorpi coniugati conferisce a questo metodo una sensibilità superiore a 
quella attribuita alle tecniche dirette e indirette. Il vantaggio è evidente 
specialmente nei tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina, dove può 
essere osservata una forte colorazione anche se parte dell'antigene è stato 
distrutto dalla fissazione. Al contrario le sezioni congelate sono i campioni 
di elezione per i metodi diretto e indiretto perché il congelamento consente 
una maggior conservazione dell'antigene.  
La maggiore flessibilità del metodo con immunocomplessi consente di 
determinare l'origine dei tumori mediante l'identificazione di antigeni 
specifici prodotti nella cellula e quindi permette una classificazione più 
accurata specialmente per tumori scarsamente differenziati e metastatici 
che possono essere riconosciuti solo su base morfologica (Fig. 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12.  Metodo di rilevazione con immunocomplessi. 
 
La tecnica avidina-biotina rappresenta uno dei più recenti sviluppi nella 
colorazione in immunoistochimica. Esso è utile per la localizzazione di 
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numerosi antigeni in una varietà di campioni. Questo metodo è basato sulla 
capacità della glicoproteina del bianco d'uovo, l'avidina, di legare in 
maniera non immunologica quattro molecole della vitamina biotina. Come 
per il metodo con immunocomplessi, sono utilizzati tre reagenti. Il primo è 
l'anticorpo primario specifico per l'antigene che deve essere localizzato. Il 
secondo è  l'anticorpo secondario coniugato con la biotina, capace di legare 
l’anticorpo primario. Il terzo elemento è un complesso di biotina coniugata 
con perossidasi o fosfatasi alcalina e avidina. I siti liberi della molecola di 
avidina consentono il legame alla biotina sull'anticorpo secondario. 
L'enzima, e quindi l'antigene originale, sono visualizzati con il cromogeno 
appropriato. La forte affinità dell'avidina per la biotina conferisce a questo 
metodo una sensibilità maggiore rispetto a quella di altre tecniche con 
anticorpi coniugati e può essere eseguito in tre varianti (Fig. 13 A-B-C). 
Risultati eccellenti possono essere ottenuti su campioni fissati e inclusi in 
paraffina. Un enzima è un catalizzatore che agisce sul substrato per 
accelerare la formazione del prodotto mediante la formazione di un 
complesso intermedio enzima-substrato come indicato nella seguente 
reazione: 
 
Enzima + Substrato ——> Enzima-Substrato ——> Enzima + Prodotto 
 
In questa reazione l'enzima non è consumato ma può reagire con altre 
molecole di substrato per formare altre molecole di prodotto. Un singolo 
enzima può dunque trasformare più molecole di substrato in prodotto. 
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Figura 13.  A, B e C - Tecnica Avidina-Biotina utilizzata per l’amplificazione del segnale 
immunoistochimico. 
 
L'aumentata sensibilità delle tecniche immuno-enzimatiche rispetto 
all’immunofluorescenza è dovuta alla capacità di indurre amplificazione 
del segnale osservato. Una molecola fluorescente può cedere soltanto una 
piccola quantità di luce visibile, mentre un enzima può produrre molte 
molecole colorate, se sono disponibili elevate quantità di substrato. I 
substrati utilizzati per questi enzimi sono i cromogeni, che agiscono da 
donatori di elettroni nella reazione enzimatica dando origine ad un 
prodotto di reazione finale colorato che permette di localizzare l'antigene 
mediante la formazione di un precipitato nel punto in cui è avvenuta la 
reazione.  Per l'uso nelle tecniche di immunoistochimica, quindi, è 
indispensabile che il prodotto colorato precipiti nel sito in cui esso è stato 
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prodotto.  I cromogeni che formano prodotti terminali solubili non possono 
dunque essere utilizzati per queste tecniche. Diversi cromogeni possono 
essere utilizzati come substrato della perossidasi (POD). Essa catalizza una 
reazione tra un appropriato substrato donatore di elettrone, che si ossida 
formando un prodotto finale di reazione costituito da una molecola 
colorata, e il perossido di idrogeno (H2O2) che sarà ridotto ad acqua in 
base al seguente meccanismo: 
POD+H2O2+cromogeno —> reazione enzimatica —> molecola colorata 
+POD+H2O 
Se nella soluzione substrato la concentrazione di H2O2 è insufficiente, essa 
non consentirà alla reazione di procedere fino al completamento. Al 
contrario, un eccesso di H2O2 inibirà l'enzima e impedirà la formazione di 
prodotto colorato. La concentrazione finale non dovrebbe superare lo 
0,06%. Di solito viene utilizzata una concentrazione di 0,03% che è pari a 
0,1 ml di H2O2 al 3% in 10 ml di soluzione substrato. Una volta che il 
perossido d’idrogeno è stato aggiunto al cromogeno, la soluzione è stabile 
solo per un breve periodo. Per risultati ottimali il substrato di reazione 
deve essere preparato prima dell'uso; con il tempo il cromogeno si 
frammenta e la soluzione comincia a cambiare colore. La 3,3-
diaminobenzidina (DAB) è il substrato di scelta per la perossidasi di 
rafano. La DAB produce un’intensa colorazione marrone resistente 
all'alcol. I vetrini colorati con DAB possono essere disidratati, montati in 
mezzi di montaggio con i metodi convenzionali e conservati a lungo, 
perché la reazione produce un precipitato di colore marrone, non solubile 
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in acqua o alcol. La DAB inoltre è elettrondensa e ciò la rende utile anche 
per studi ultrastrutturali. Il principale svantaggio della DAB è che essa è 
irritante ed è considerata un sospetto carcinogeno. Si deve dunque 
maneggiare con cura, evitando l'inalazione della polvere o il contatto con 
la pelle, seguendo tutti gli accorgimenti raccomandati per le sostanze 
potenzialmente carcinogene, quali guanti e vetreria di sicurezza. La 
decontaminazione della vetreria e degli strumenti è possibile con agenti 
fortemente ossidanti come ipoclorito di sodio. La reazione dovrebbe essere 
seguita al microscopio per valutarne l'intensità. E’ opportuno montare in 
mezzi a base alcolica o gelatinosa a seconda della solubilità dei prodotti 
enzimatici e non far essiccare le sezioni di tessuto in nessuno stadio di 
questo protocollo. La procedura usata per controcolorare e montare il 
campione dipende dalla soluzione di substrato utilizzata. I preparati trattati 
con cromogeni i cui prodotti terminali sono insolubili in alcol e solventi 
organici (DAB) possono essere controcolorati con coloranti alcolici, 
disidratati e montati con mezzi di montaggio contenenti xilene o toluene. I 
substrati che danno invece prodotti di reazione solubili in alcol e solventi 
organici (cloronaftolo) non dovrebbero ovviamente essere decolorati in 
alcol-acido né disidratati. Altre controcolorazioni possono essere utilizzate 
al posto dell'ematossilina, come per esempio il verde di metile che può 
conferire un contrasto maggiore alla colorazione.  
Per la controcolorazione dei prodotti terminali insolubili, bisogna lavare 
delicatamente il vetrino con acqua per rimuovere il substrato che non ha 
reagito. Si depone il vetrino su un rastrello di colorazione e si applicano 4-
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6 gocce di Ematossilina di Harris o si immerge il vetrino direttamente in 
una vaschetta di colorazione contenente Ematossilina di Harris incubando 
per 5 minuti. Si lavano quindi i vetrini in acqua corrente per 3 - 4 minuti 
fino al viraggio al blu dell'ematossilina. L'intensità della contro-
colorazione può essere regolata aumentando o diminuendo il tempo di 
colorazione in ematossilina. Una colorazione troppo intensa può 
mascherare la positività della perossidasi. Per la contro-colorazione dei 
prodotti terminali solubili è necessario sciacquare delicatamente il vetrino 
con acqua per rimuovere il substrato che non ha reagito. Si applicano poi 
sul vetrino 4-6 gocce di ematossilina di Mayer o lo si immerge 
direttamente in una vaschetta di colorazione incubando per 5 minuti. 
Bisogna poi differenziare al blu l'ematossilina immergendo il vetrino in 
una soluzione di acqua-ammonio per 10 volte. Si risciacqua quindi 
delicatamente in acqua di fonte per 5 minuti e si fa asciugare all'aria. 
 
3.5 Protocollo IHC  
 
Sulle sezioni paraffinate di 2-3 m è stata effettuata l’analisi 
immunoistochimica per permettere di evidenziare citochine pro-
infiammatorie e fattori angiogenici coinvolti nell’insorgenza e nella 
progressione della malattia. La reazione immunoistochimica è stata 
eseguita secondo la metodica basata sull’amplificazione del segnale ad 
opera del complesso ABP (Avidina-Biotina-Perossidasi). Gli anticorpi 
utilizzati e le loro diluizioni sono riportati in Tabella II (Tab. II).  
I vetrini sono stati siglati con vetrografica e matita a carboncino. La 
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sparaffinatura è stata condotta secondo un processo di idratazione con 
scala discendente di xilolo  alcol 100%  alcol 95%  alcol 75%  
acqua corrente (10 minuti per ogni passaggio). Segue lavaggio in PBS e 
smascheramento antigenico in tampone citrato a pH 6 per 20 minuti ad alte 
temperature. Dopo raffreddamento e lavaggio in PBS segue il blocco delle 
perossidasi endogene. I vetrini sono stati posti in metanolo con H2O2 al 3 
% a temperatura ambiente  per circa 30 minuti.  
Successivamente i vetrini dopo lavaggio in PBS sono stati posti in camera 
umida a temperatura ambiente, ad incubare con il blocco dell’avidina e 
biotina endogene per 30 minuti (Kit avidina/biotina blocking solution). Per 
eliminare i legami aspecifici i vetrini sono stati incubati per 1 h a 
temperatura ambiente in camera umida con siero normale ottenuto dalla 
specie animale nella quale è stato ottenuto l’anticorpo secondario. Tale 
soluzione di blocco dei legami aspecifici è formata da PBS, 15-20% di 
siero normale della specie animale dal quale è stato ottenuto l’anticorpo 
secondario e 1% siero albumina bovina (BSA). Dopo lavaggio in PBS le 
sezioni sono incubate overnight a 4°C con l’anticorpo primario specifico 
per la proteina di cui si vuole quantificare l’espressione, diluito in PBS con 
normal serum al 20% e BSA all’1%. Il giorno seguente, dopo lavaggio in 
PBS, è stato aggiunto l’anticorpo secondario biotinilato diluito in PBS in 
camera umida a temperatura ambiente per 1,5 h. Dopo due lavaggi con 
tampone fosfato, i vetrini sono stati trattati per 30 minuti con il complesso 
avidina-biotina-perossidasi per amplificare il segnale di espressione della 
proteina d’interesse. La 3,3-diaminobenzidina (DAB), essendo il substrato 
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della perossidasi (HRP), induce la formazione di un prodotto colorato 
marrone insolubile in alcol. Per la controcolorazione i vetrini sono stati 
immersi in ematossilina di Mayer (5 minuti) ponendoli poi in acqua 
corrente. Per la disidratazione, infine, i vetrini sono stati sottoposti ad una 
scala ascendente di alcoli, alcol 75%  alcol 95%  alcol 100 %  
xilolo. Infine i vetrini sono stati montati con Histochoice Mounting Media 
per l’analisi al microscopio ottico. 
Anticorpi primari utilizzati: 
 Anticorpo monoclonale di topo anti-VEGF-A con diluizione 1:100, 
riconosce la proteina ricombinante VEGF189 di origine umana (Santa 
Cruz, CA, USA). 
 Anticorpo policlonale di coniglio anti-TGF-1 con diluizione 1:200. 
Riconosce un epitopo al C-terminale del TGF-1 di  orgine umano (Santa 
Cruz, CA, USA). 
 Anticorpo monoclonale di topo anti-TNF- con diluizione 1:150. 
Riconosce l’intera lunghezza della proteina nativa TNF- di origine 
umana (Santa Cruz, CA, USA). 
 Anticorpo policlonale di coniglio anti-IL1 con diluizione 1:100. 
Riconosce un epitopo che va dall’aminoacido 117 al 269 della proteina IL-
1 di origine umana (Santa Cruz, CA, USA). 
 Anticorpo policlonale di coniglio anti-IL-6 con diluizione 1:50. 
Riconosce un epitopo che va dall’aminoacido 30 a 212 della proteina IL-6 
p145 di origine umana (Santa Cruz, CA, USA). 
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Sono stati utilizzati anticorpi secondari biotinilati (Abcam) diluiti 1:200 in 
PBS più siero normale della specie in cui sono prodotti i secondari al 20 % 
e BSA all’1%. L’intensità e la densità di distribuzione 
dell’immunoreazione è stata valutata microdensitometricamente con un 
programma di analisi di immagine IAS 2000 (Delta Sistemi, Roma), 
collegato attraverso una macchina fotografica digitale al microscopio 
ottico. 
 
3.6 Protocollo TEM 
 
La fissazione è stata eseguita in glutaraldeide 2,5% (SIC, Roma, Italia) per 
2-5 gg a 4 ºC, successivamente i campioni oculari sono stati lavati in PBS 
e post-fissati in tetrossido di osmio 1% (Agar Scientific, Stansted, UK in 
PBS) e nuovamente risciacquati in PBS. Successivamente, i campioni sono 
stati disidratati con etanolo (Carlo Erba Reagenti, Milano, Italia), immersi 
in ossido di propilene (BDH Italia, Milano, Italia), inclusi in resina 
epossidica (Agar Scientific, Stansted, Regno Unito) e sezionati mediante 
un ultramicrotomo (Leica EM UC6). 
Una volta recuperate le sezioni ultrasottili con uno spessore di circa 100 
µm sono state contrastate con acetato di uranile e citrato di piombo 
secondo la reazione di Reynolds, successivamente osservate al 
microscopio elettronico a trasmissione (Zeiss EM10) e fotografate 
mediante una fotocamera digitale (DEBEN UK Ltd). 
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3.7 Analisi statistica  
 
Gli esperimenti sono stati replicati dalle tre alle sei volte ed i risultati sono 
stati espressi come media±errore standard della media (sem). Le differenze 
statistiche sono state determinate mediante test T di Student oppure 
ANOVA, seguita dal test di Bonferroni, e considerate significative con 
p<0,05. 
 
 
Tabella II. Anticorpi primari e condizioni di incubazione (O/N overnight, 
TA temperatura ambiente).  
Anticorpo Tipo Ditta Incubazione 
Anticorpo 
secondario 
anti-TGF-1 
Rabbit 
Poly 
Santa 
Cruz 
1:200 O/N 
4°C 
anti-rabbit-biot. 
1.200 
anti-IL-1 
Rabbit 
Poly 
Santa 
Cruz 
1:100 O/N 
4°C 
anti-rabbit biot. 
1:200 
anti-IL-6 
Rabbit 
Poly 
Santa 
Cruz 
1:50 O/N 4°C 
anti-rabbit biot. 
1:200 
anti-VEGF-
A 
Mouse 
Mon 
Santa 
Cruz 
1:100 O/N 
4°C 
anti-mouse biot. 
1:200 
anti-TNF- 
Mouse 
Mon 
Santa 
Cruz 
1:200 O/N 
4°C  
anti-mouse biot. 
1:200 
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Capitolo 4 – Risultati 
 
Le alterazioni istopatologiche nei tessuti oculari, causate da POAG, DR e 
DMLE, sono state studiate mediante l’utilizzo della colorazione istologica 
Ematossilina/Eosina e della microscopia elettronica a trasmissione (TEM). 
L’espressione di numerosi fattori di crescita pro-infiammatori e 
angiogenici è stata valutata utilizzando  la tecnica  immunoistochimica. 
Attraverso esperimenti di immunoistochimica è stato possibile visualizzare 
la distribuzione e la localizzazione delle citochine infiammatorie in 
associazione al tasso di proliferazione cellulare nei campioni oculari 
utilizzati per il nostro studio sperimentale. In queste sezioni, esposte a 
specifici anticorpi, è stata evidenziata una diversa intensità di colorazione 
a seconda del grado di immunoreattività. Le sezioni hanno mostrato una 
colorazione nero-marrone indice di immunoreattività intensa, giallo-
marrone indice di immunoreattività più debole, o nessuna 
immunoreattività, come mostrato nelle figure che seguono. L’intensità 
della reazione immunoistochimica è stata valutata suddividendo le 
osservazioni relative alla percentuale di espressione delle molecole 
indagate nei vari strati tissutali caratterizzanti la struttura istologica dei 
tessuti oculari presi in esame. Il livello di espressione è stato analizzato e 
rappresentato graficamente nelle tabelle riportate nel testo, e pone in 
correlazione l’intensità dell’immunoreattività con simboli di positività (+), 
in caso di presenza di reazione, e negatività  (-) in caso di assenza della 
stessa. L’intensità e la densità di distribuzione dell’immunoreazione è stata 
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valutata microdensitometricamente con un programma di analisi di 
immagine IAS 2000 (Delta Sistemi, Roma), collegato attraverso una 
macchina fotografica digitale al microscopio ottico.  
 
4.1 Studio immunoistochimico nei campioni di TM  
 
Il glaucoma è una neuropatia ottica degenerativa, presenta eziologia 
multifattoriale e carattere progressivo che induce caratteristiche alterazioni 
strutturali della testa del nervo ottico e rimodellamento della matrice 
extracellulare (ECM).  
Molte funzioni cellulari sono correlate direttamente alla presenza della 
ECM che fornisce un’impalcatura per la migrazione cellulare, siti di 
attacco per l’adesione cellulare e precise istruzioni per la differenziazione 
cellulare. La crescita, la forma ed il mantenimento delle caratteristiche 
architettoniche dei tessuti e degli organi dipendono da fenomeni di 
rimodellamento della ECM. I principali componenti della ECM sono il 
collagene, l’elastina ed i proteoglicani. Nei tessuti il ritmo del turn-over 
della ECM è variabile e risulta dipendere da ormoni, fattori di crescita e da 
influenze trofiche ed ambientali. Cambiamenti patologici di un tessuto o di 
un organo possono dipendere da una disregolazione della biosintesi o dalla 
degradazione delle sue molecole. Il nostro studio mette in evidenza una 
alterazione della ECM in corso di glaucoma. Attraverso l’utilizzo della 
tecnica IHC abbiamo valutato l’eventuale coinvolgimento di alcune 
citochine infiammatorie e fattori di crescita  nella rete trabecolare degli 
occhi glaucomatosi. Il trabecolato può essere considerato come la matrice 
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extracellulare delle cellule trabecolari, si tratta di una rete di fibre elastiche 
che formano spazi inter-trabecolari, tali spazi sono riempiti da sostanze 
mucose. Gli spazi inter-trabecolari o trans-trabecolari si pensa siano le 
principali vie di deflusso dell'umore acqueo,  la quantità e la qualità dei 
GAGs (glicosaminoglicani) Fig A, presenti in questi spazi rappresentano 
uno dei fattori più importanti che regolano la resistenza al deflusso 
dell'umore acqueo. La presenza di collagene di tipo IV e il suo anomalo  
accumulo nella rete trabecolare  indica un difetto nella funzione delle 
cellule trabecolari negli  occhi glaucomatosi, nel nostro studio è stato 
osservato un significativo aumento del collagene tra le cellule trabecolari, 
come mostrato nella Fig A. Abbiamo inoltre osservato una diminuzione 
del numero di cellule trabecolari  nei campioni prelevati in seguito a 
trabeculectomia da pazienti affetti da POAG. La maggior parte dei 
campioni mostravano  variazioni della componente fibrosa delle trabecole, 
in particolare l'accumulo di collagene nella zona corticale e l'ispessimento 
delle guaine elastiche risultava essere significativamente maggiore negli 
occhi glaucomatosi (Fig B). 
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Figura A.  Microfotografia di preparati di Trabecolato sclero-corneale di pazienti 
affetti da POAG ottenuti mediante colorazione istologica con blu di toluidina 
specifica per i glicosaminoglicani (GAGs), si vede chiaramente che il canale di 
Schlemm è incorporato in un tessuto spongiforme ricco di GAGs (20x). 
 
  
 
Figura B. Microfotografia di preparati di Trabecolato sclero-corneale di pazienti 
affetti da POAG ottenuti mediante metodo di colorazione 
EMATOSSILINA/EOSINA (5x). 
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A tal fine abbiamo concentrato i nostri studi sull’identificazione dei livelli 
di espressione di citochine pro-infiammatorie e fattori di crescita nei 
campioni tissutali di trabecolato ottenuti da pazienti affetti da POAG. 
Il nostro studio immunoistochimico ha rivelato che IL-6 è fortemente 
espressa nel reticolo trabecolare (Fig. C1, C2). Normalmente, le cellule 
non sintetizzano e secernono IL-6, a meno che non siano stimolate da altre 
citochine o da eventi fisiologici. Una vasta gamma di tessuti oculari può 
produrre IL-6 in condizioni patologiche. Alcune cellule infiammatorie, in 
particolare i mastociti, sono noti per essere in grado di stimolare la 
secrezione di IL-6 da leucociti e cellule endoteliali vascolari in condizioni 
ischemiche e infiammatorie. Tale citochina sembra essere coinvolta nel 
processo infiammatorio che porterà all’attivazione del processo fibrotico.  
 
 
Figura C. Microfotografie della reazione immunoistochimica per la citochina IL-6. In C1 
IL-6 è fortemente espressa a livello della matrice extracellulare (40x). In C2 IL-6 risulta 
espressa anche a livello delle fibre collagene (20x). 
 
Pertanto IL-6 sembra essere sintetizzata in risposta a TGF-β1 e agisce 
potenziando la proliferazione e la differenziazione dei fibroblasti in 
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miofibroblasti con deposizione di sostanza amorfa in associazione a TGF-
β1. Inoltre, il nostro studio ha mostrato l'espressione di altre citochine 
infiammatorie nel trabecolato, quali IL- 1β (Fig. D) e TNF- α (Fig. E), che 
sono i principali mediatori della risposta pro-infiammatoria. IL-1β è 
secreta da monociti e macrofagi tissutali, ed è coinvolta nell'attivazione 
delle cellule T. Una forte immunoreattività per Il-1β è stata osservata nei 
macrofagi di tutti i pazienti affetti da POAG. L’IL-1β sembra avere 
un’importante funzione nell’attivazione e nel mantenimento del processo 
infiammatorio, inducendo la sintesi di altre citochine come IL-6 e IL-2, 
interferoni o chemochine, che sono in grado di attirare macrofagi e 
granulociti verso il sito di infiammazione. TNF-α risultava espressa nel 
reticolo uveale, e soprattutto nei macrofagi e nei linfociti.  Tale citochina è 
secreta dai linfociti e delle cellule reticolo-endoteliali in diverse malattie 
infiammatorie acute e croniche.  
 
Figura D. Microfotografia della reazione immunoistochimica per la citochina IL-1β 
(20x). Figura E. Microfotografia della reazione immunoistochimica per la citochina 
infiammatoria TNF-α, espressa anche a livello dei macrofagi tissutali (40x). 
 
I processi patologici che determinano resistenza al deflusso dell’umore 
acqueo nel reticolo trasecolare, e di conseguenza l’aumento della pressione 
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intraoculare, sono costituiti da una fase proliferativa in cui vi è migrazione 
dei fibroblasti seguita da trasformazione dei fibroblasti in miofibroblasti. Il 
fattore di crescita maggiormente coinvolto nel controllo della crescita 
cellulare dei miofibroblasti è il fattore di crescita trasformante-β1 (TGF-
β1). TGF-β1 causa anche proliferazione delle cellule endoteliali vascolari 
inducendo angiogenesi, processo importante per la crescita e la riparazione 
tissutale. I nostri studi hanno dimostrato che TGF-β1 è fortemente espresso 
nel tessuto iuxtacanalicolare del trabecolato (Fig. E1, E2). 
 
Figura F. Microfotografie della reazione immunoistochimica per la citochina pro-
infiammatoria TGF-β. F1 espressione di TGF-β nel tessuto iuxtacanalicolare del 
trabecolato (40x). F2 espressione di TGF-β in presenza di fibroblasti e miofibroblasti 
(40x). 
 
L’esposizione delle cellule trabecolari a stress meccanico aumenta 
l’espressione di TGF-β, che risulta ampiamente espresso nel trabecolato, 
nell’umore acqueo, nella camera anteriore, nella retina e nei pigmenti 
retinici, inducendo proliferazione del tessuto fibrotico il quale determina 
rimodellamento della matrice extracellulare, ostruzione trabecolare e 
aumento della IOP. 
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La neovascolarizzazione, associata all’infiltrazione di linfociti e 
melanociti, è stata osservata anche nella rete trasecolare. Infatti, il nostro 
studio ha evidenziato l’espressione fortemente positiva alla reazione 
immunoistochimica del fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) 
a livello dei fibroblasti e nelle cellule endoteliali dei vasi (Fig. G1, G2). 
 
Figura G. Microfotografie della reazione immunoistochimica per VEGF. G1: VEGF è 
espresso a livello dei fibroblasti e delle cellule endoteliali dei vasi (40x). G2: VEGF 
risulta espresso anche a livello della matrice extracellulare (20x). 
 
Per le diverse citochine analizzate, l'intensità del segnale è stata analizzata 
ed i valori sono rappresentati in tabella III e IV e nella Figura 14. 
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Tabella III. Livello di espressione di citochine pro-infiammatorie  e VEGF 
nel trabecolato sclerale -corneale. 
CITOCHINE  
INFIAMMATORIE 
LOCALIZZAZIONE  
LIVELLO DI 
ESPRESSIONE 
TGF-1 
Miofibroblasti 
Fibroblasti 
Matrice extracellulare 
Cellule trabecolari 
 
+++ 
+++ 
+++ 
++ 
 
IL-1 
Miofibroblasti 
Fibroblasti 
Matrice extracellulare 
Cellule trabecolari 
 
+ 
+ 
+++ 
+++ 
 
IL-6 
Miofibroblasti 
Fibroblasti 
Matrice extracellulare 
Cellule trabecolari 
 
- 
+ 
+++ 
+++ 
 
TNF- 
Miofibroblasti 
Fibroblasti 
Matrice extracellulare 
Cellule trabecolari 
 
- 
+ 
++ 
+++ 
 
VEGF-A 
Miofibroblasti 
Fibroblasti 
Matrice extracellulare 
Cellule trabecolari 
 
++ 
+++ 
++ 
+++ 
+++: forte immunoreattività; ++: rilevante immunoreattività; +: moderata 
immunoreattività; +/-: debole immunoreattività; -: assenza di immunoreattività. 
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Table IV. Livello di espressione di citochine pro-infiammatorie e VEGF nel 
trabecolato sclerale -corneale, rispettivi livelli di significatività statistica (t-test). 
 OCCHI 
GLAUCOMATOSI 
CMPIONI 
CONTROLLO 
P-VALUE 
VEGF 85,57% 30,33% P˂0,0001 
TGF-β 86,43% 29,33% P˂0,0001 
TNF-α 80,42% 30,66% P˂0,0001 
IL-1β 70,42% 38,33% P=0,0001 
IL-6 85,42% 36,00% P˂0,0001 
I risultati sono significativi per p < 0,05 
 
 
 
Figura 14. Valutazione del livello di espressione di citochine pro-infiammatorie 
e VEGF nel trabecolato sclerale –corneale. 
 
 
4.2 Studio TEM  nei campioni di TM 
 
I cambiamenti morfologici avvenuti nella TM degli occhi glaucomatosi e 
dei campioni controllo sono stati analizzati utilizzando il microscopio 
elettronico a trasmissione (TEM) (Fig. H e I). Sono stati valutati i 
cambiamenti quali: aumento del contenuto cellulare, macrofagi, fibrosi e 
accumulo di neutrofili. In tutti i campioni analizzati la proliferazione di 
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tessuto connettivo fibroso è stata osservata nella parete interna del canale 
di Schlemm. Abbiamo inoltre osservato l'accumulo di fibre collagene ricco 
di striature irregolari e agglomerati di materiale microfibrillare. Dalle 
nostre osservazioni si evidenzia che le vie di deflusso dell’umore acqueo 
all’interno del TM sono ostruite da frammenti cellulari. 
Il TM esterno è caratterizzato da deposizione di materiale extracellulare e 
collagene, presenza di cellule degenerative con conseguente collasso delle 
lamelle trabecolari. L’immagine TEM della sezione più interna del 
trabecolato uveale (Fig. L) ha rivelato distribuzione di macrofagi, linfociti 
e melanociti. Nel vano uveale anteriore si evidenzia una ricca popolazione 
di macrofagi tissutali. Sono inoltre visibili alterazioni infiammatorie, 
inclusa la presenza di linfociti o plasmacellule nel TM e nell'angolo 
iridocorneale. Il modello di distribuzione dei macrofagi tissutali residenti 
vicino al letto vascolare indica un ruolo chiave degli stessi all'interfaccia 
sangue/tessuti. I macrofagi, come è noto,  nel tratto uveale producono 
sostanze pro-infiammatorie (contenenti ossido nitrico e citochine) in 
condizioni come uveite anteriore acuta o endogena posteriore. Questo 
potrebbe essere di particolare importanza alla luce della loro vicinanza alle 
barriere emato-oculare. Inoltre nel TM è stata osservata anche 
neovascolarizzazione associata con infiltrazione di linfociti e melanociti.  
Tutte le regioni del TM mostrano grossi fasci di filamenti di actina lungo il 
loro citoplasma basale che sono orientati parallelamente, indicate come 
placche di fissaggio di microfilamenti a livello della membrana plasmatica. 
Nel POAG lo stress ossidativo può innescare degenerazione del 
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trabecolato, che colpisce il citoscheletro e le proprietà adesive delle cellule 
trabecolari con conseguente aumento della pressione intraoculare. Elevata 
pressione induce rottura delle giunzioni strette che possono causare 
cambiamenti nel microambiente e danneggiare le cellule trabecolari 
modificando così il normale deflusso dell’umore acqueo. 
 
Figura H. Microfotografia TEM del trabecolato sclero-corneale (H1 - 11.800x) e della 
parete di un capillare retinico negli occhi glaucomatosi (H2 - 8.000x) E: cellule 
endoteliali, Pc: periciti.  
 
 
Figura I Microfotografia TEM del trabecolato sclero-corneale (I1 - 11.800x) e della 
parete di un capillare retinico negli occhi controllo (I2 - 8.000x) E: cellule endoteliali, 
Tc: cellule trabecolari Pc: periciti.  
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Figura L. Microfotografia TEM del trabecolato sclero-corneale negli occhi glaucoma 
tosi: le cellule trabecolari (Tc) mostrano numerosi vacuoli e mitocondri. La matrice 
extracellulare contiene fibre collagene e fibre elastiche (6,300x). 
 
 
4.3 Studio immunoistochimico nei campioni di DR 
 
Alterazioni cellulari e molecolari tipiche dei processi infiammatori sono 
presenti nella retina dei pazienti diabetici. La retinopatia diabetica è la 
manifestazione di uno stato di infiammazione cronica di basso livello in 
cui differenti effettori quali citochine e leucociti sono responsabili di danni 
alla retina. Tale patologia presenta molte somiglianze con le malattie 
infiammatorie croniche: aumento della permeabilità vascolare, edema, 
infiltrazione di cellule infiammatorie, distruzione dei tessuti, 
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neovascolarizzazione ed espressione retinica di fattori angiogenici. Nella 
retina dei pazienti diabetici si evidenzia un coinvolgimento infiammatorio 
importante anche nei primi stadi della malattia, inoltre, i leucociti, 
compresi monociti-macrofagi (microglia), neutrofili e un certo numero di 
linfociti aderiscono all’endotelio vascolare. Questo coincide 
temporalmente con la compromissione della barriera emato-retinica, con 
occlusione dei capillari e morte delle cellule endoteliali. Ciò induce la 
secrezione di TNF-α e la secrezione localizzata di citochine pro-
infiammatorie, fattori di crescita e altre molecole bioattive che svolgono 
un ruolo importante nell’insorgenza e nella progressione della retinopatia 
diabetica. 
Sulla base della valutazione morfologica, l'immunoreattività per TNF-α 
(Fig. M1, M2 e M3) negli occhi dei pazienti diabetici è stata, per lo più, 
associata alle cellule gliali e cellule gangliari della retina. Una 
apprezzabile immunoreattività è stata osservata anche nei corpi cellulari 
delle cellule di Müller e nei processi delle cellule gliali. Oltre alle 
differenza di espressione tra i diversi strati retinici una valutazione 
qualitativa delle diverse regioni retiniche ha rivelato che 
l’immunoreattività per TNF-α era più intensa nelle aree retiniche vicine 
alla testa del nervo ottico e adiacenti all’atrofia corioretinica parapapillare. 
Una debole reattività per TNF-α è stata rilevata nei campioni di retina di 
controllo, limitata a poche cellule gliali ed ai loro processi in prossimità 
dei vasi sanguigni (Fig. M4). 
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Figura M. Microfotografie della reazione immunoistochimica per la citochina 
infiammatoria TNF-α . M1: espressione di TNF-α nelle cellule gliali di retina diabetica. 
M2 e M3: espressione di TNF-α nei corpi cellulari delle cellule di Müller e nei processi 
delle cellule gliali. M4: espressione di TNF-α nei campioni di controllo (40x). 
 
L’IL-1β era localizzata principalmente nello strato interno della retina 
dove la maggior parte delle cellule hanno espresso citochine 
infiammatorie. Cellule positive sono state inoltre osservate anche nello 
strato delle cellule gangliari (Fig. N1). Elevata reattività per l’IL-1β è stata 
osservata nell’endotelio vascolare, come diretta conseguenza 
dell’iperglicemia cronica. La retinopatia diabetica originariamente era 
considerata una malattia puramente micro vascolare. Attualmente viene 
invece considerata come una malattia infiammatoria cronica che porta a 
variazioni del microcircolo retinico. Generalmente le cellule gliali 
rispondono all’iperglicemia producendo citochine pro-infiammatorie. Il 
diabete determina infatti l’attivazione della caspasi-1 e alla conseguente 
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produzione di IL-1β che conduce alla morte delle cellule di Müller. 
Nessuna colorazione per l’IL-1β è stata rilevata nei campioni di controllo 
(Fig. N2). 
 
Figura N. Microfotografie della reazione immunoistochimica per la citochina 
infiammatoria IL-1β. N1: espressione apprezzabile di IL-1β  a livello dell’EPR e nel 
foglietto interno della parte ottica della retina diabetica. N2: mancata espressione di IL-1β 
nella retina di controllo (40x). 
 
Nel nostro studio l’espressione di IL-1β era significativamente correlata ai 
livelli di espressione di IL-6.  Il ruolo funzionale di IL-6 nella retinopatia 
diabetica è incerto. IL-6 esercita profondi effetti sulle risposte delle cellule 
immunitarie inibendo la produzione di cellule Th1 e promuovendo la 
differenziazione delle cellule Th2 e Th17. Tuttavia, IL-6 può anche 
compromettere la funzione di supporto vascolare degli astrociti. Le cellule 
gliali, comprese le cellule di Müller e gli astrociti , possono anche essere 
gli iniziatori dell’infiammazione neurale nella retina diabetica. Cellule 
gliali reattive agiscono infatti come produttori di citochine.  IL-6 può 
anche giocare un ruolo diretto nell'infiltrazione di monociti e linfociti T. 
Attraverso esperimenti di immunoistochimica basati sull’identificazione 
dell’IL-6 abbiamo evidenziato la sua espressione nello strato interno della 
retina e nelle cellule gliali mostrando una localizzazione nucleare ed una 
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colorazione uniforme (Fig. O1). IL-6 risulta moderatamente espressa 
anche a livello dell’epitelio pigmentato retinico. Dal nostro studio emerge 
quindi come anche tale citochina sia coinvolta nello sviluppo e nella 
progressione della patologia che segue all’infiammazione cronica. 
L’immunoreattività per l’IL-6 era significativamente più alta negli occhi 
dei pazienti diabetici rispetto ai controlli (Fig. O2).  
 
Figura O. Microfotografie della reazione immunoistochimica per la citochina 
infiammatoria IL-6. O1: evidente espressione di Il-6 nell’EPR della retina diabetica. O2: 
assenza di espressione di IL-6 nella retina di controllo (40x). 
 
Nel corso del nostro studio abbiamo esaminato la presenza di TGF-β1 nei 
campioni di retina. L’immunoreattività è stata localizzata principalmente 
nello strato interno della retina (Fig. P1). L’immunoreattività per TGF-β1 
risultava moderatamente espressa nella zona della testa del nervo ottico, 
una regione in cui l'apoptosi è più evidente. TGF-β1 era localizzato 
nell'epitelio pigmentato, nelle cellule gliali, nello strato di cellule gangliari 
ed in prossimità dei vasi sanguigni. TGF-β è un fattore di crescita 
multifunzionale che ha un ruolo importante nel modulare il 
comportamento delle cellule nei tessuti oculari. Esso infatti modula la 
migrazione cellulare, la proliferazione e la sintesi proteica nel corso di 
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diversi processi fisiologici e patologici. Una debole colorazione limitata ad 
un ridotto numero di cellule è stata evidenziata nelle retine di controllo 
(Fig. P2). 
 
Figura P. Microfotografie della reazione immunoistochimica per TGF-β1. P1:  
espressione marcata di TGF-β1 nella retina diabetica. P2: espressione assente  di TGF-β 
nella retina di controllo (40x). 
 
 Il TGF-β agisce anche come un fattore chemiotattico ed è in grado di 
produrre diversi fattori angiogenici come VEGF, PDGF e TNF-α, tutti 
fattori che accelerano il processo di neovascolarizzazione in condizioni di 
iperglicemia. In particolare, TGF-β1 attiva l'espressione di VEGF nelle 
cellule dell'epitelio pigmentato retinico, è coinvolto nella deposizione di 
matrice extracellulare (un passo essenziale nella formazione di nuovi vasi),  
ed inoltre promuove la differenziazione dei fibroblasti in miofibroblasti. 
L'immunoistochimica ha mostrato che il fattore di crescita VEGF (Fig. Q), 
responsabile dell’angiogenesi, era espresso principalmente in 
corrispondenza dei vasi retinici, nell'epitelio pigmentato retinico, nello 
strato di cellule gangliari, nelle cellule endoteliali microvascolri retiniche e 
nello strato nucleare interno, con una distribuzione granulare (Fig. Q1, Q2 
e Q3). Il numero dei vasi sanguigni che esprimevano VEGF era 
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significativamente più alto nella retina diabetica rispetto alla retina di 
controllo (Fig. Q4). Una debole espressione per VEGF era presente nello 
strato nucleare interno di alcuni campioni di controllo. Il VEGF è un 
fattore di crescita pluripotente che agisce come mitogeno endoteliale e 
come regolatore della permeabilità vascolare. Esso stimola le cellule 
endoteliali a degradare la loro membrana basale ed a migrare con 
concomitante rilascio di MMPs e di integrine. Il VEGF agisce pertanto 
come propulsore angiogenico naturale capace di stimolare la proliferazione 
e la migrazione delle cellule endoteliali. 
 
Figura Q. Microfotografie della reazione immunoistochimica per VEGF. Q1, Q2 e Q3: 
evidente espressione di VEGF in corrispondenza dei vasi, nell’EPR e nello strato nucleare 
interno della retina diabetica. Q4: espressione di VEGF assente nella retina di controllo 
(40x). 
 
Per le diverse citochine analizzate, l'intensità del segnale è stata analizzata 
ed i valori sono rappresentati in tabella V. 
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Tabella V. Livello di espressione di citochine pro-infiammatorie, e 
VEGF nei campioni di retina diabetica. 
CITOCHINE 
INFIAMMATORIE 
LOCALIZZAZIONE 
LIVELLO DI 
ESPRESSIONE 
TGF-1 
Cellule di Müller 
Cellule gangliari 
EPR 
 
+++ 
+++ 
++ 
 
IL-1 
Cellule di Müller 
Cellule gangliari 
EPR 
 
++ 
+++ 
+ 
 
IL-6 
Cellule di Müller 
Cellule gangliari 
EPR 
 
 
+ 
++ 
++ 
 
TNF- 
Cellule di Müller 
Cellule gangliari 
EPR 
 
+++ 
+++ 
- 
VEGF-A 
Cellule di Müller 
Cellule gangliari 
EPR 
 
++ 
+++ 
+++ 
+++: forte immunoreattività; ++: rilevante immunoreattività; +: moderata 
immunoreattività; +/-: debole immunoreattività; -: assenza di immunoreattività. 
 
 
Tabella VI. Livello di espressione delle citochine proinfiammatorie e VEGF nei campioni di 
retina diabetica e nei campioni di retina di controllo, e rispettivi livelli di significatività 
statistica (t-test). 
 
RETINA 
DIABETICA  (%) 
RETINA 
CONTROLLO (%) 
P-value 
VEGF 75.00±7.60 27.75±6.27 p ˂ 0.00001 
IL-1β 62.5±6.46 8.12±2.90 p ˂ 0.00001 
IL-6 69.50±4.75 6.00±2.07 p ˂ 0.00001 
TNF-α 74.12±4.32 20.75±4.62 p ˂ 0.00001 
ICAM 59.75±5.70 19.50±5.55 p ˂ 0.00001 
I risultati sono significativi per p < 0,05 
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Figura 15. Valutazione del livello di espressione di citochine proinfiam-
matorie e VEGF nei campioni di retina diabetica e nei campioni di retina di 
controllo. 
 
 
4.4 Studio TEM nei campioni di DR 
 
L’analisi TEM nelle retine dei pazienti diabetici ha mostrato aumentato 
ispessimento della membrana basale dei capillari rispetto alle retine di 
controllo. L’esame TEM sulle sezioni trasversali dei capillari retinici di 
controllo (età dai 28 ai 47 anni) ha mostrato che essi sono costituiti da 
strati interni continui di cellule endoteliali circondate dai processi 
discontinui dei periciti intramurali. La membrana basale (BM) era 
costituita da una membrana sub-endoteliale interna (IBM), interposta tra le 
cellule endoteliali ed i periciti, e da una membrana basale esterna (EBM) 
posta tra i periciti e le cellule gliali di Müller (Fig. R). In alcune zone la 
membrana basale esterna (EBM) ha mostrato doppi contorni 
corrispondenti a siti di contatto tra le cellule endoteliali ed i periciti (Fig. 
R2). Nei capillari retinici di controllo numerosi mitocondri e organelli 
citoplasmatici sono stati rilevati sia nelle cellule endoteliali sia nei periciti 
(Fig. R3), mentre in altre zone della membrana basale esterna (EBM) sono 
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stati osservati numerosi vacuoli (Fig. R4). Abbiamo inoltre identificato la 
presenza di un sito di contatto tra le cellule endoteliali ed i periciti insieme 
alle vescicole pinocitotiche. Ciò indica una diretta comunicazione 
citoplasmatica tra tali cellule (Fig. R1). 
 
Fig.R Microfotografia TEM di capillare retinico (controllo paziente giovane). R1: 
l’immagine mostra un capillare retinico (cap) formato da due strati distinti: lo strato 
interno (ibm), posizionato tra le cellule endoteliali (en), i periciti (pc) e lo strato esterno 
(ebm) interposto tra i periciti e le cellule gliali (gl). 8.000x. R2: periciti (frecce). 
24.000x. R3: mitocondri (m) 24.000x. R4: l’immagine mostra in alcuni punti la 
presenza di vacuoli nella membrana basale esterna 24.000x. 
 
 I campioni dei capillari retinici di controllo (età da 62 a 83 anni) hanno 
mostrato una buona conservazione della struttura delle cellule endoteliali 
con una sottile membrana basale interna (ibm) tra le cellule endoteliali e i 
periciti. Si osservava inoltre un significativo ispessimento della membrana 
basale esterna -ebm- (Fig S1). Le cellule endoteliali contenevano numerosi 
endosomi ed organuli citoplasmatici, mentre il sottile citoplasma dei 
periciti ha mostrato uno scarso contenuto di organelli (Fig. S2). 
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Diversamente, la membrana basale esterna (ebm) ha presentato un 
evidente ispessimento evidenziando anche alcuni processi rudimentali dei 
periciti (Fig. S1-S2). Inoltre, la membrana basale esterna (ebm) ha 
mostrato la presenza di alcuni vacuoli o zone "vuote" e granuli densi (Fig. 
S3). Sono state anche rilevate alcune irregolarità al confine tra la 
membrana esterna (ebm) e le cellule di Müller.  
 
 
Fig S. Microfotografia TEM di capillare retinico (controllo paziente anziano – 83 aa). 
S1: l’immagine mostra cellule endoteliali (en), periciti (PC), lume del capillare retinico 
(cap), membrana basale esterna (ebm), 8.000x. S2: sito di contatto tra i periciti e le 
cellule endoteliali (freccia), 24.000x. S3: cellule endoteliali (en), periciti (pc), 
membrana basale esterna (ebm), 24.000x. S4: membrana basale esterna  (ebm) e 
cellule gliali (gl), 24.000x. 
 
 
L’esame TEM eseguito su frammenti di retina ottenuti da pazienti diabetici 
ha dimostrato un aumentato ispessimento della BM capillare rispetto alle 
retine controllo. Un ispessimento della BM è stato osservato nei capillari 
diabetici situati nello strato delle fibre nervose vicino alla membrana 
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limitante interna. Nei pazienti diabetici i sottocomponenti microvascolari 
della matrice extracellulare (ECM) sono variamente modificati con perdita 
dei periciti. La membrana basale notevolmente ispessita conteneva 
elementi del sangue quali lipidi, piastrine e globuli rossi. I periciti 
all'interno della parete non apparivano coinvolti direttamente nell’ 
ispessimento della membrana osservato attorno al vaso. Le cellule 
endoteliali ed i periciti avevano un aspetto normale e si evidenziava una 
sottile membrana basale interna, mentre la membrana basale esterna era 
caratterizzata da un significativo ispessimento e conteneva alcuni granuli e 
vacuoli densi (Fig. T).  Nella Fig. U è possibile osservare le estensioni 
della membrana basale esterna ―simili a radici‖ profondamente inserite tra 
cellule di Müller. Può essere inoltre osservata anche una zona di confine 
irregolare tra la membrana basale e le cellule di Müller. I dati riguardanti 
l'ispessimento della membrana basale capillare durante il diabete sono 
forniti in dettaglio nella tabella VII. 
 
 
Fig.T. Microfotografia TEM della parete di capillare retinico diabetico. Cellule 
endoteliali (en), periciti (pc), membrana basale interna (ibm) membrana basale esterna 
(ebm), cellule di Müller (star) 20.000x.  
Fig.U. Microfotografia TEM della parete del capillare retinico diabetico. 
L’immagine mostra l’spessimento dellla membrana basale 20.000x. 
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Tabella VII. Ispessimento della membrana basale dei capillari retinici durante il diabete 
 Numero di 
pazienti 
Media  Dev. Standard 
Controlli 21 292.4 nm   24.3 
Pazienti diadetici 21 583.1 nm   38.52 
P-value  0.0001 
Dati significativi per p-value < 0,05. 
 
 
4.5 Studio immunoistochimico nei campioni di DMLE 
 
La degenerazione maculare consiste nell’alterazione fisiopatologica della 
macula, la parte più centrale e sensibile della retina, quella più ricca di 
cellule nervose deputate alla visione, ossia di fotorecettori (coni e 
bastoncelli). Quello che accade nella retina maculare in corso di stimolo 
angiogenico (che porta alla neovascolarizzazione coroideale o retinica) 
evolve verso una risposta verso la riparazione tissutale che produce 
generalmente una cicatrice fibrotica intraretinica. Tale cicatrice, in 
relazione all’intensità dei fenomeni di rigenerazione fibrosa, può 
compromettere le funzioni visive centrali dell’area maculare. Questo 
processo di riparazione, che è accompagnato da una risposta fibrotica più o 
meno intensa, determina una riduzione della visione per la presenza di 
lamine di tessuto ricco di fibrille collagene davanti allo strato dei 
fotorecettori retinici in sede maculare centrale. La comparsa delle drusen 
rappresenta il primo segnale dell’insorgenza dell’AMD atrofica. Le 
drusen, se in numero e dimensioni limitati, non causano generalmente 
gravi danni alla visione. Quando esse aumentano in numero e dimensioni 
possono però dare luogo a fenomeni di infiammazione, richiamando 
 94 
cellule specifiche (cellule infiammatorie) che, insieme alle cellule 
dell’RPE, cominciano a rilasciare particolari molecole denominate fattori 
di crescita, che stimolano la formazione di nuovi vasi sanguigni. Il 
principale fattore di crescita coinvolto in questo processo è il fattore di 
crescita dell’endotelio vascolare (VEGF). Esso diffonde all’interno della 
coroide e stimola la crescita di nuovi vasi sanguigni. Lo studio 
immunoistochimico ha evidenziato una forte colorazione per VEGF 
espressa soprattutto a livello dei vasi e dell’epitelio retinico pigmentato 
(Fig. V1, V2). VEGF è il principale induttore diretto dell’angiogenesi 
insieme ad altri cofattori di crescita solubili, alcuni dei quali hanno effetti 
biologici ancora poco chiari. La maturazione dei vasi neoformati avviene 
tramite molecole stabilizzatrici ad effetto anti-proliferativo, come il TGF-
β1, che porta alla deposizione di tessuto connettivale con fibrosi 
disorganizzata. La presenza di VEGF nella retina è stata evidenziata a 
livello dei periciti, degli astrociti, delle cellule di Müller ed a livello delle 
cellule endoteliali. 
Figura V. Microfotografie della reazione immunoistochimica per VEGF nei campioni 
con DMLE. V1: immunoreattibità espressa nello strato interno della retina e nell’EPR. 
V2: espressione evidente di VEGF a livello dei vasi retinici (40x). 
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 La risposta pro-infiammatoria indotta dalla crescita neovascolare 
comporta anche la migrazione chemiotattica di macrofagi che secernono il 
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) una citochina che in vivo induce 
angiogenesi attraverso un aumento dei recettori del VEGF. I macrofagi 
hanno un ruolo importante nella modulazione dell’angiogenesi in fase 
regressiva. Attraverso l’attivazione di fibroblasti che sintetizzano 
collagene e la loro differenziazione in miofibroblasti, processo indotto dal 
TGF-β, ed in aggiunta alla secrezione di inibitori delle MMP tessutali, può 
verificarsi il blocco  della formazione dei neovasi portando questi ultimi 
allo stadio inattivo con diversa matrice fibrotica.  
L’immunoreattività per TNF-α (Fig.W) e IL-1β  (Fig.X) è stata localizzata 
a livello delle cellule della barriera emato-retinica. Una moderata 
espressione delle stesse si evidenzia nei periciti e nelle cellule dell’epitelio 
pigmentato retinico. Le citochine TNF-α e IL-1β sono risultate espresse in 
tutti i campioni tissutali patologici analizzati. Questo risultato conferma 
l’ipotesi di un diretto coinvolgimento della risposta infiammatoria, 
mediato da IL-1β e TNF-α, nello sviluppo della patologia oculare. 
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Figura W. Microfotografia della reazione immunoistochimica per la citochina 
infiammatoria TNF-α: espressione nucleare (40x). Figura X. Microfotografia della 
reazione immunoistochimica per la citochina infiammatoria IL-1β: maggiore espressione 
a livello delle cellule multipolari  (40x).  
 
Essendo la DMLE una patologia caratterizzata da fibrosi e rimodellamento 
tissutale (cicatrizzazione) ad opera dell’attività contrattile della 
componente miofibroblastica. Il fattore di crescita maggiormente coinvolto 
nel controllo della crescita cellulare dei miofibroblasti è il fattore di 
crescita trasformante-1 (TGF-1). Tale fattore causa anche proliferazione 
delle cellule endoteliali vascolari che induce angiogenesi, processo 
importante per la crescita e la riparazione tissutale. 
I nostri studi hanno dimostrato che TGF-β1 è ampiamente espresso nei 
campioni oculari analizzati (Fig. Q),  localizzato a livello della matrice 
extracellulare.  
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Figura Q. Microfotografia della reazione immunoistochimica per la 
citochina infiammatoria TGF-β (40x).  
 
Anche le cellule dell’epitelio pigmentato retinico esprimono TGF-β1, ma a 
concentrazioni più basse. TGF-1, rilasciato dai fibroblasti in condizioni 
di danno, sembra essere coinvolto nella differenziazione dei fibroblasti in 
miofibroblasti e nell’eccessiva deposizione di collagene, causando così 
una reazione infiammatoria che si traduce in fibrosi. 
Nelle figure Y1 e Y2 è descritta l’espressione immunoistochimica 
dell’interleuchina-6 (IL-6), che è dimostrata da positività di reazione nel 
citoplasma delle cellule dello strato interno della retina e nelle cellule 
dell’epitelio pigmentato retinico. Lo studio immunoistochimico effettuato 
sui campioni di retina di controllo riguardante le citochine infiammatorie e 
i fattori di crescita di cui sopra, al pari di quanto già descritto nel paragrafo  
4.3 non ha mostrato evidenza di significativa immunoreattività. 
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Figura Y. Microfotografie della reazione immunoistochimica per la citochina 
infiammatoria IL-6. Y1: immunoreattività espressa nello strato interno della retina (20x). 
Y2: espressione nucleare nell’EPR (40x). 
 
Per le diverse citochine analizzate, l'intensità del segnale è stata analizzata 
ed i valori sono rappresentati in tabella VIII. 
 
 
Tabella VIII. Livello di espressione di citochine pro-infiammatorie e VEGF 
nei campioni di retina dei pazienti affetti di DMLE 
CITOCHINE 
INFIAMMATORIE 
LOCALIZZAZIONE 
LIVELLO DI 
ESPRESSIONE 
TGF-1 
Strato interno 
Cellule gangliari 
EPR 
 
++ 
+++ 
++ 
 
IL-1 
Strato interno 
Cellule gangliari 
EPR 
 
++ 
+ 
++ 
 
IL-6 
Strato interno 
Cellule gangliari 
EPR 
 
 
+ 
++ 
++ 
 
TNF- 
Strato interno 
Cellule gangliari 
EPR 
 
+++ 
+++ 
+ 
VEGF-A 
Strato interno 
Cellule gangliari 
EPR 
 
+++ 
++ 
+++ 
+++: forte immunoreattività; ++: rilevante immunoreattività; +: moderata 
immunoreattività;  
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Table VI. Livello di espressione di citochine proinfiammatorie e VEGF nei campioni 
di retina diabetica e nei campioni di retina di controllo e rispettivi livelli di 
significatività statistica (t-test). 
 
 
Campioni 
DMLE 
Campioni 
Controllo 
P-VALUE 
 
TGF-β1 
 
84.3 ± 4.83 
 
2.0 ± 0.66 
 
P<0.0001 
 
TNF-α 
 
72.4 ± 5.14 
  
5.7 ± 1.33 
 
P<0.0001 
 
IL-1β 
 
74.1 ± 6.11 
 
6.0 ± 1.24 
 
P<0.0001 
 
IL-6 
 
63.3 ± 4.52 
 
2.1 ± 0.73 
 
P<0.0001 
 
VEGF 
 
77.5 ± 3.30 
 
7.2 ± 1.03 
 
P<0.0001 
 Dati significativi per p-value < 0,05. 
 
 
 
Figura 15. Rappresentazione del livello di espressione delle citochine 
proinfiammatorie e VEGF nei campioni di retina diabetica e nei campioni di 
retina di controllo 
 
 
 
4.6 Studio TEM nei campioni di DMLE 
 
I cambiamenti morfologici avvenuti nella DMLE sono stati analizzati 
utilizzando il microscopio elettronico a trasmissione (TEM). L’analisi 
TEM sulle retine prelevate da pazienti con DMLE ha mostrato la completa 
occlusione del lume dei capillari retinici da parte delle cellule gliali con 
aumentato ispessimento della membrana basale dei capillari (BM) e  
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aggiunta di alcuni granuli densi rispetto ai campioni controllo. L’analisi 
TEM delle sezioni trasversali dei capillari retinici controllo (età 71-80 
anni) ha mostrato una buona conservazione delle cellule endoteliali con 
mitocondri apparentemente normali, reticolo endoplasmatico, apparato di 
Golgi e diverse vescicole pinocitotiche adiacenti alla membrana 
plasmatica. Lo strato esterno della membrana basale dei capillari era 
significativamente ispessito, conteneva solo alcuni processi dei periciti e 
diversi vacuoli traslucidi. I capillari retinici erano circondati da numerose 
cellule gliali (Fig. Z1).  
 
Figura Z: Microfotografia TEM di un capillare retinico (cap). Z1: microfotografia 
TEM di un capillare retinico normale, periciti (pc), membrana basale (bm), cellule 
gliali (gl), cellule endoteliali (ec). (20.000x). Z2: microfotografia TEM di un 
capillare retinico occluso (14.000x). Z3:Microfotografia TEM di un capillare retinico 
il cui lume risulta occluso dalle cellule gliali (gl). (34.000x). Z4:Microfotografia 
TEM di un capillare retinico con un forte ispessimento della membrana basale (bm). 
(25.000x). 
 
 
La membrana basale (BM) comprendeva: una superficie basale interna 
sub-endoteliale (IBM) interposta tra le cellule endoteliali (EC) ed i periciti 
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(PC) ed una membrana basale esterna (EBM) posizionata tra i periciti e le 
cellule gliali di Müller. L’esame TEM delle retine di pazienti affetti da 
DMLE mostrava aumentato ispessimento delle membrane basali (BM) 
rispetto alle retine di controllo. Il lume dei capillari era inoltre occluso da 
diversi processi delle cellule gliali, contenenti numerosi microtubuli e 
organelli, mentre le cellule endoteliali ed i periciti erano assenti (Fig. Z2 e 
Z3).  Le pareti dei capillari mostravano una membrana basale leggermente 
ispessita, contenente alcuni processi citoplasmatici dei periciti, granuli 
densi e vacuoli (Fig. Z4 e Z5). Questi dati indicano la presenza di una 
condizione di infiammazione oculare cronica seguita da un immediato 
aumento della permeabilità capillare con conseguente edema retinico. 
Questo cambiamento capillare funzionale causa danno strutturale alla 
parete capillare. La formazione di trombi nei vasi danneggiati produce aree 
di stasi con emorragie retiniche. Infine, vi è una perdita completa 
dell'endotelio capillare e dei periciti, i capillari acellulari risultano invasi 
dalla proliferazione dei processi delle cellule gliali e si produce così 
chiusura permanente dei capillari. Questi processi di cellule gliali 
circondati da alcuni residui plasmatici o eritrocitari occasionalmente 
riempiono tutto il lume capillare. I processi delle cellule di Müller entrano 
nel lume capillare attraverso piccole lacune delle membrane basali 
andando ad occupare gli spazi precedentemente occupati dai periciti. Le 
cellule gliali all'interno dei capillari solitamente contengono reticolo 
endoplasmatico liscio, alcuni ribosomi, microfilamenti, piccoli mitocondri, 
vescicole lipidiche e spesso le cellule assumono l'aspetto di macrofagi. 
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Capitolo-5-Discussione 
 
L’infiammazione è una risposta difensiva che viene innescata da stimoli e 
condizioni nocive, quali un’infezione o un danno tissutale. Nel sito dove 
inizia l’evento infiammatorio, le cellule esposte all’insulto producono una 
serie di citochine e chemochine che agiscono sull’endotelio vascolare 
locale, causando dilatazione dei vasi sanguigni, fuoriuscita di liquidi e 
reclutamento di neutrofili e monociti dal sangue nel tessuto (Carroll MC, 
2004). L’iniziale riconoscimento di un’infezione avviene da parte dei 
macrofagi residenti che, in risposta allo stimolo, producono una varietà di 
mediatori dell’infiammazione, incluse chemochine, citochine (TNF-α e IL-
1β), amine vasoattive e prostaglandine (Russo RA & Borgan PA, 2014). In 
risposta a tali fattori si forma l’essudato infiammatorio locale: proteine 
plasmatiche e leucociti (neutrofili e monociti) che escono dal circolo e 
accedono al tessuto nel sito di infezione/danno. Una volta nel tessuto 
danneggiato, monociti e neutrofili si attivano (o attraverso il contatto 
diretto con l’agente patogeno o attraverso l’azione di citochine secrete 
dalle cellule residenti nel tessuto) e, nel tentativo di eliminare l’agente 
invasore, rilasciano fattori tossici (specie reattive dell’ossigeno e 
dell’azoto, proteasi, elastasi, collagenasi). Tali fattori, non discriminando 
tra bersagli microbici e tessuti dell’ospite, provocano danni ai tessuti come 
effetto collaterale dell’attività di difesa. Ne consegue che, pur essendo un 
evento essenziale per la difesa dell’integrità dell’organismo dagli attacchi 
esterni, la risposta infiammatoria necessita di uno stretto controllo della 
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propria attivazione, ma soprattutto che abbia termine una volta eliminato 
l’agente nocivo che l’ha scatenata in modo da non causare danni rilevanti 
all’organismo stesso. La mancata regolazione dei processi infiammatori è 
alla base di malattie infiammatorie oculari, come DMLE, POAG e DR. La 
famiglia delle citochine IL-1 comprende proteine implicate nella risposta 
infiammatoria e anti-infiammatoria ed è noto che difetti nei meccanismi di 
controllo della loro produzione e/o dell’attività si associano alle suddette 
malattie. All’interno di questo contesto si colloca il seguente lavoro di tesi 
il cui scopo è stato quello investigare il coinvolgimento delle citochine 
infiammatorie nello sviluppo e nella progressione di alcune patologie 
oculari. L’elevata espressione di un gran numero di citochine 
infiammatorie  inclusi i fattori di crescita quali TGF-β1 e VEGF 
determinano alterazioni della matrice extracellulare ed infine danni oculari 
(Xu YX et al, 2009). Il sistema immunitario in generale, ed i monociti in 
particolare, giuocano inoltre un ruolo chiave nell'omeostasi del deflusso 
dell’umore  acqueo. Nella via di deflusso convenzionale dell'umore acqueo 
ci sono due barriere di cellule endoteliali che separano la circolazione 
venosa da quella "acquosa" e che sono specializzate e posizionate in serie: 
le cellule del trabecolato endoteliale (TME) e, successivamente, le cellule 
endoteliali che formano la cavità del canale di Schlemm (SCE). Tra queste 
due barriere c’è il tessuto iuxtacanalicolare che contiene una matrice 
extracellulare lassa attraverso cui scorre l’umore acqueo (Alvarado et al 
2004).  
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Risulta accertato che le alterazioni dell’umore acqueo sono implicate nella 
patogenesi del glaucoma (Izzotti et al, 2010). Recenti studi (Horsley MB& 
Kahook MI, 2010; Takeuchi K et al, 2011; Chen KH et al, 1999) hanno 
evidenziato elevati livelli di citochine infiammatorie nell’umore acqueo 
dei pazienti affetti da POAG rispetto ai controlli. Tali citochine sono 
prodotte per migliorare l’attività del TM e, in caso di glaucoma, essendo il 
TM mal funzionante, risultano iper-espresse.  
Nella maggior parte dei casi i cambiamenti molecolari che determinano il 
glaucoma non sono chiari. Una ipotesi é basata sul significativo 
incremento delle bande fibrillari della matrice extracellulare (ECM) nel 
reticolo trabecolare. Tale ipotesi é supportata dall’osservazione in base alla 
quale il trattamento con metalloproteinasi riduce i componenti della ECM 
e porta ad un miglioramento del deflusso dell’umor acqueo (Labbè et al, 
2014).  Le cellule del reticolo trabecolare hanno proprietá contrattili ed un 
aumento del tono del reticolo trabecolare aumenta la resistenza al deflusso. 
Conseguentemente un incremento dello stato di contrazione delle cellule 
trabecolari aumenta la rigiditá del trabecolato. Questa osservazione é 
confermata dalla dimostrazione che la distruzione dei filamenti di actina 
nel trabecolato diminuisce la resistenza al deflusso (Fuchshofer R & Tamm 
ER, 2012). I processi patologici che determinano resistenza al deflusso 
dell’umor acqueo nel reticolo trabecolare, e di conseguenza aumento della 
IOP, sono costituiti da: 
 una fase acuta infiammatoria, in cui vi é infiltrazione di cellule 
infiammatorie e  sovraespressione di diverse citochine; 
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  una fase proliferativa in cui si osservano migrazione dei fibroblasti 
e trasformazione dei fibroblasti in miofibroblasti; 
 una fase di rimodellamento, che porta alla formazione di cicatrici 
fibrose (Takeuchi K et al, 2011). 
L’esposizione delle cellule trabecolari a stress meccanico, causato 
dall’aumento della IOP, aumenta l’espressione di TGF-β. La 
sovraespressione di TGF-β induce proliferazione del tessuto fibrotico il 
quale determina rimodellamento della matrice extracellulare (ECM), 
ostruzione trabecolare e aumento della IOP (Prendes MA et al, 2013). 
Nei pazienti con POAG, TGF-β é ampiamente espresso nel trabecolato, 
nell’umore acqueo, nella camera anteriore, nella retina e nei pigmenti 
retinici. L’aumento di TGF-β é dovuto alla perdita della barriera emato-
oculare. Conseguentemente il TGF-β plasma-derivato aumenta la sua 
concentrazione tissutale e finisce per raggiungere elevati livelli 
nell’occhio. TGF-β é coinvolto nella fibrosi ed induce l’espressione di 
varie molecole della ECM quali collagene di tipo I, III, IV e VI, elastina e 
fibronectina. Inoltre TGF-β1 e β2 aumentano l’espressione degli enzimi 
tesutali (transglutaminasi) che inducono reticolazione della fibronectina 
trabecolare. TGF-β ha dimostrato di promuovere la transdifferenziazione 
dei fibroblasti in miofibroblasti, i quali ultimi mostrano attività contrattile 
ed aumentano la rigidità del trabecolato (Fuchshofer R & Tamm ER, 
2012). 
Le cellule trabecolari attivano TGF-β attraverso proteolisi oppure 
attraverso la trombospondina-1 che é un potente attivatore di TGF-β sia in 
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vivo che in vitro. Il coinvolgimento di TGF-β nel rimodellamento della 
ECM e nell’infiammazione degli occhi glaucomatosi rende questa proteina 
un nuovo bersaglio per il trattamento del glaucoma (Prendes MA et al, 
2013). Inoltre TGF-β regola e induce l’espressione di IL-6 nel TM 
(Paloma BL et al, 2009). Citochine pro-infiammatorie quali IL-6 e TNF-α  
giuocano un ruolo fondamentale nell’infiammazione. Nella 
neovascolarizzazione vi è una correlazione tra IL-6 e VEGF. IL-6 
indirettamente induce angiogenesi attraverso stimolazione  
dell’espressione di VEGF (Chen KH et all, 1999). Studi recenti hanno 
dimostrato che le interazioni tra fibroblasti, miofibroblasti e cellule 
endoteliali vascolari avvengono nel sito della lesione infiammatoria (Chen 
KH et al,1999).  Questi risultati suggeriscono che vi é un’interazione tra la 
proliferazione fibrosa e l’angiogenesi. VEGF non solo induce la 
proliferazione vascolare, ma agisce anche come mediatore nel processo 
che porta alla proliferazione fibroblastica. Dato che l’angiogenesi gioca un 
ruolo fondamentale nella formazione del tessuto di granulazione (Takeuchi 
K et al, 2011), l’inibizione della neovascolarizzazione indotta da agenti 
anti-VEGF potrebbe diminuire la proliferazione fibroblastica (Horsley MB 
et al, 2010). 
TNF-α è coinvolto nel processo neurodegenerativo del glaucoma. Questa 
citochina media l’effetto citotossico di ipertensione oculare attraverso un 
meccanismo che coinvolge l’attivazione della microglia e causa perdita di 
oligodendrociti. 
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L’aumento della IOP determina aumento dei livelli di TNF-α, insieme ad 
una massiccia espansione della popolazione macrofagica. É possibile che 
l’elevata IOP, con conseguente ipossia, possa essere responsabile della 
perdita della barriera emato-oculare suscitando una forte risposta 
infiammatoria (Roh M et al. 2012). 
In addizione al suo effetto pro-infiammatorio l’interleuchina 6 (IL-6) 
possiede proprietà anti-apoptotiche. Ciò determina un effetto protettivo nei 
confronti delle cellule del nervo ottico. IL-6 è infatti un importante 
regolatore delle funzioni cellulari delle cellule del sistema nervoso 
centrale. Il legame con il proprio recettore cellulare induce inoltre  
l’espressione di molti fattori correlati allo stress cellulare. Alcune proteine 
correlate all’IL-6, come il fattore neurotrofico ciliare nel corpo ciliare 
oculare, possono influenzare lo sviluppo e la sopravvivenza delle cellule 
retiniche. Alcuni ricercatori, (Sappington RM & Calkins DJ, 2006; Wang 
et al, 2007) hanno dimostrato che l’ IL-6 protegge le cellule gangliari del 
nervo ottico da aumenti di pressione intraoculare e che la sua 
concentrazione aumenta quando il nervo ottico è sottoposto ad un danno 
acuto. Identificare i fattori cellulari che modulano la sopravvivenza delle 
cellule del nervo ottico è oggi essenziale per individuare i meccanismi 
patogenetici delle malattie oculari e per trovare nuove strategie 
terapeutiche. La produzione di IL-6 è regolata anche da citochine quali: 
IL-1β, TNF-α, Fattori di Crescita Piastrinici e dall’Interferone, che ne 
aumentano la sua espressione. Ambati et al. descrivono la degenerazione 
retinica in topi che mancano della proteina chemotattica-1 dei monociti 
 108 
(MCP-1) (Ambati et al, 2003), un fattore chemotattico dei macrofagi e 
delle cellule T di memoria, o del suo ligando (CCR-2). La degenerazione 
retinica nei topi porta allo sviluppo di entrambe le forme di DMLE 
(atrofica o essudativa). Questi dati sostengono l’ipotesi che cellule 
infiammatorie, in particolare i macrofagi, possano essere causa di danno 
nel corso di tale patologia. Le cellule della barriera emato-retinica, 
comprese quelle dell’EPR, producono costitutivamente MCP-1 e possono 
produrne in grande quantità dopo esposizione ad altre citochine e 
chemochine quali IL-1β e TNF-α. L’esperienza di Ambati et al. supporta 
tale ruolo omeostatico e di immunoregolazione di MCP-1, così come la 
sua funzione chemotattica verso i macrofagi pro-infiammatori o pro-
angiogenici. Nell’occhio una diminuita produzione di MCP-1 da parte di 
cellule senescenti e morenti dello strato epiteliale retinico potrebbe 
intaccare la funzione omeostatica e fagocitica dei macrofagi e delle cellule 
dendritiche residenti. Di conseguenza potrebbero accumularsi drusen 
ricche di agenti chemotattici, con la capacità di dare inizio ad una risposta 
infiammatoria di basso grado, che condurrebbe al reclutamento di 
macrofagi proangiogenici attivati provenienti dal midollo osseo. Sarebbero 
questi macrofagi ad indurre la degenerazione maculare senile. 
Diversi studi dimostrano che il basso livello di infiammazione cronica 
contribuisce a creare disfunzioni della retina in corso di diabete mellito 
(Tang J et al, 20011; Rangasamy S et al, 2012; Devi TS et al, 2010). Gli 
alti livelli di citochine infiammatorie e di molecole di adesione 
determinano l'accumulo di leucociti e la formazione di neo-capillari 
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retinici. Alcuni studi hanno evidenziato un’alterata espressione di 
citochine infiammatorie non solo a livello vascolare, ma anche a livello 
delle cellule gliali. Pertanto si evince come le cellule Müller e gli astrociti 
possano esprimere citochine infiammatorie in condizioni di iperglicemia 
(Zong H et al, 2012).  
Poiché sia le cellule gliali che le cellule endoteliali vascolari si trovano in 
stretta associazione, Barber et al. suggeriscono che la reattività delle prime 
(cellule gliali) è una conseguenza diretta dell’infiltrazione di glucosio e 
agenti infiammatori nel parenchima nervoso e che, a sua volta, l'aumento 
della permeabilità vascolare è supportato dal rilascio di alcuni fattori gliali 
con la conseguente perdita di integrità della barriera emato-retinica 
(Barber et al, 1998). 
In condizioni di iperglicemia si assiste all’attivazione della microglia che 
secerne citochine e altre molecole proinfiammatorie utilizzate per la 
fagocitosi e per la distruzione delle cellule danneggiate, nonché per 
l'innesco di processi di riparazione che portano alla formazione di cicatrici 
gliali. Se la microglia rimane in uno stato attivato, tuttavia, le citochine 
possono danneggiare le cellule vicine, in particolare le cellule neuronali, 
inducendo la comparsa di altre patologie retiniche, come la degenerazione 
retinica e il glaucoma (Ibrahim AS et al, 2011). In conformità con questa 
tesi numerosi studi istopatologici condotti su animali e nell'uomo hanno 
evidenziato l'attivazione delle cellule microgliali, nonché la presenza di 
diverse molecole infiammatorie secrete dalla microglia (Rungger–Brändle 
E et al, 1980; Zeng HY et al, 2008; Yang LP et al, 2009). Tale condizione 
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induce la secrezione di TNF-α e la secrezione localizzata di altre citochine 
proinfiammatorie, fattori di crescita e molecole bioattive che svolgono 
ruoli importanti nell’insorgenza e nella progressione della retinopatia 
diabetica (Ibrahim AS et al, 2011; . Liu W et al, 2011). 
Il rilascio di citochine e molecole proinfiammatorie quali TNF-α, IL-1β, 
NO (ossido nitrico) e VEGF provoca la diffusione del processo 
infiammatorio attraverso l'intera retina, aggravando l'aumento della 
permeabilità vascolare ed il danno neuronale e creando così un circolo 
vizioso (Zeng HY et al, 2008). Cellule di Müller e astrociti sotto stress 
diventano attivi e producono citochine proinfiammatorie e fattori di 
crescita per ricostituire l'omeostasi tissutale nel corso di patologie croniche 
come la retinopatia diabetica. La risposta infiammatoria persistente 
conduce poi alla morte o al danno cellulare. 
Liou et al. hanno recentemente confermato che l’attivazione della 
microglia si verifica già all'inizio della patologia diabetica, producendo 
una vasta gamma di citochine proinfiammatorie quali IL-1β, IL-3, IL-6, 
TNF-α e altri mediatori dell'infiammazione come ROS, glutammato, 
VEGF, metalloproteinasi e NO. Questi mediatori inducono l'espressione di 
molecole di adesione (I-CAM e V-CAM), apoptosi cellulare, infiltrazione 
leucocitaria e indebolimento della barriera emato-retinica (Liou GI, 2010). 
Anche Langmann ha rilevato che le cellule microgliali sono responsabili di 
un aumento della produzione retinica di iNOS, IL-1β, MIP-1α, IL-6 e M-
CSF (Langmann T, 2007). Shelton et al. hanno anche evidenziato un 
aumento di IL-1β, IL-6, IL-8, IL-13, IP-10, ICAM-1 e NO nelle cellule di 
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Müller e nelle cellule endoteliali in corso di diabete, confermando la loro 
partecipazione al processo infiammatorio (Shelton MD et al, 2009). 
Considerando che IL-1β risulta essere la principale citochina capace di 
innescare la cascata neuro-infiammatoria, tale citochina potrebbe avere un 
ruolo nell'amplificazione dell'infiammazione stessa. Questo studio ha, 
infatti, evidenziato che la secrezione di IL-1β è ampiamente espressa a 
livello dell'endotelio vascolare come diretta conseguenza di iperglicemia 
cronica, che stimola le cellule endoteliali e le cellule microgliali che 
rispondono non solo con segnali di attivazione, ma anche con il 
rafforzamento della sintesi di IL-1β, esaltando così al contempo il processo 
infiammatorio (Liu Y et al, 2012). 
Oltre ai mediatori infiammatori già citati, è ben noto che molti altri 
mediatori sono espressi nel tessuto retinico nel corso di diabete, poiché è 
ormai chiaro che l'infiammazione ha un ruolo essenziale nella retinopatia 
diabetica (Rangasamy S et al, 2012). 
In generale l’incidenza e la progressione di tutte le forme della DMLE 
(atrofica o essudativa) e della DR aumentano in modo significativo con 
l’età, ed in rapporto all’invecchiamento e alla senescenza dell’epitelio 
pigmentato, della membrana di Bruch, e della vascolarizzazione 
coroideale.  
L’angiogenesi è un importante processo fisiologico che induce 
differenziazione, crescita tissutale e riparazione del danno. L’angiogenesi 
patologica, nota anche come neoangiogenesi, molto comunemente si 
sviluppa durante ischemia, infiammazione e malattie neoplastiche. 
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Il VEGF è stato riconosciuto come il principale fattore neo-angiogenico, 
responsabile delle neo-vascolarizzazioni sia sottoretiniche (DMLE, miopia 
patologica, uveite) che retiniche (retinopatia diabetica, occlusione venosa 
retinica, retinopatia del prematuro) (Flamme I et al, 1997).  
L’ispessimento della membrana basale è uno dei cambiamenti morfologici 
più studiati che si  verificano nel sistema microvascolare durante il diabete. 
Non è chiaro quale dei molti fattori contribuisca realmente allo sviluppo 
della malattia vascolare. Il verificarsi dell'ispessimento capillare della 
membrana basale suggerisce che tale cambiamento possa essere correlato 
ad un deterioramento di alcune funzioni del tessuto durante la malattia.  Le 
anomalie vascolari  osservate suggeriscono contatti ridotti tra i periciti e le 
cellule endoteliali, in combinazione con un aumento del livello di 
espressione di VEGF. Il diabete è quindi considerato una malattia 
metabolica che accelera lo sviluppo dell’ispessimento vascolare della 
membrana basale nei capillari retinici, processo che normalmente si 
verifica durante l’invecchiamento. Il nostro studio ha dimostrato che, nella 
retina, il VEGF può essere secreto da diverse tipi di cellule retiniche come: 
cellule dell’EPR, periciti, astrociti, cellule di Müller e cellule endoteliali. 
Il VEGF stimola le cellule endoteliali a degradare la loro membrana basale 
e a migrare con concomitante rilascio di MMPs e di integrine. 
Il VEGF pertanto agisce come propulsore angiogenico naturale capace di: 
- stimolare la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali 
- formare tubuli endoteliali  
- provocare vasodilatazione  
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- inibire l’apoptosi 
- mantenere uno stato di sopravvivenza neovascolare  
- fornire neuroprotezione 
Altri fattori che inducono l’espressione di VEGF sono:  
- il TGF-α, il TGF-β  
- l’EGF (epidermal growth factor)  
- fattori infiammatori quali interleuchine e prostaglandine  
- IGF-1 (insulin-like growth factor 1)  
- l’attivazione delle protein-Kinasi A e C 
Gli studi compiuti nell’ultimo decennio hanno portato ad una migliore 
comprensione del ruolo fondamentale che ha il VEGF nello sviluppo 
dell’angiogenesi patologica, associata con alcune malattie retiniche 
caratterizzate da neovascolarizzazione intraoculare e nella patogenesi 
dell’iperpermeabilità endoteliale associata con l’accumulo di fluido intra- e 
sotto-retinico, tipico delle malattie vascolari retiniche, caratterizzate da 
edema ed essudazione, che spesso interessano la regione maculare e che 
comportano una riduzione globale delle funzioni visive centrali. Le 
retinopatie ischemiche e quelle essudative generalmente condividono 
diversi aspetti clinici ed angiografici come essudati, rarefazione della rete 
capillare retinica tipica delle aree ischemiche di non perfusione, dilatazioni 
microaneurismatiche, neovascolarizzazione retinica e/o del disco ottico, 
emorragie retiniche e/o endovitreali, vasi retinici iperpermeabili con 
essudazione, precipitati lipidici intraretinici, neovascolarizzazione del 
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segmento anteriore (Falcone D et al, 1993; Ferrara N, 2004; Hayes AJ et 
al, 1999).  
Tuttavia, la risposta pro-infiammatoria indotta dalla crescita neovascolare 
comporta anche la migrazione chemiotattica di macrofagi che secernono 
TNF-α, una citochina che in vivo induce l’angiogenesi attraverso un 
aumento dei recettori del VEGF (VEGFR-2) sulla membrana endoteliale 
(Folkman J, 2003).  
La riparazione del tessuto retinico in risposta all’angiogenesi può 
coinvolgere diversi tipi di cellule (fibroblasti, macrofagi, cellule 
endoteliali, granulociti neutrofili, mastociti, astrociti) proteine della 
matrice extracellulare, proteine plasmatiche e fattori solubili di crescita 
(diverse citochine e proteasi). Anche in questo caso le citochine sono i 
direttori d’orchestra del processo di riparazione (Ishida S et al, 2003).  
Per comprendere i meccanismi di riparazione che avvengono nella retina è 
necessario avere la consapevolezza che, alla stregua di quanto succede 
nella riparazione delle ferite, dopo il danno la prima fase riparativa 
consiste nella coagulazione plasmatica attivata attraverso il pathway 
estrinseco che porta alla formazione di una cicatrice vascolarizzata con 
presenza di fibroblasti e di tessuto fibroso di diversa densità (Rosenfeld PJ 
et al, 2006). Quello che succede nella retina maculare in corso di uno 
stimolo angiogenico che porta alla neovascolarizzazione coroideale o 
retinica evolve verso una risposta di riparazione tissutale che produce 
generalmente una cicatrice fibrotica intraretinica che, in relazione 
all’intensità dei fenomeni di rigenerazione fibrosa, può compromettere le 
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funzioni visive centrali nell’area maculare. Tale processo di riparazione, 
che è accompagnato da una risposta fibrotica più o meno intensa, comporta 
una riduzione della visione per la presenza di lamine di tessuto ricco di 
fibrille collagene davanti allo strato dei fotorecettori retinici in sede 
maculare centrale (Nguyen QD et al, 2009; David MB et al, 2006). 
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Capitolo-6-Conclusioni 
 
Una strada radicalmente diversa dall’approccio farmacologico nella cura 
delle patologie infiammatorie oculari potrebbe in futuro arrivare dalla 
terapia cellulare. 
Negli ultimi anni si è sviluppato un crescente interesse sulla possibile 
applicazione di terapie cellulari in alcune patologie oculari che incidono 
maggiormente sul rischio di disabilità visiva. Naturalmente in questo 
specifico trattamento terapeutico, essendo l’occhio considerato un organo 
immuno-privilegiato, si assume in generale che vi sia un ridotto rischio di 
rigetto da parte del sistema immunitario. La terapia cellulare si può 
dividere in due ampie classi: una, attraverso l’impiego di cellule staminali, 
è finalizzata al rimodellamento della struttura e della relativa funzionalità 
di specifici tessuti e cellule; l’altra, utilizzando cellule immunitarie nel 
ruolo di potenziali immunomodulatori dell’infiammazione, è diretta verso 
il ripristino dell’omeostasi immunologica attraverso il controllo di quegli 
effetti nocivi provocati dalle patologie infiammatorie. Uno dei principali 
campi della ricerca attuale mediante cellule staminali è finalizzato appunto 
al ripristino della visione in pazienti con patologie degenerative retiniche, 
ma la sperimentazione ed i risultati ad essa correlati sono certamente 
ancora in una fase pressoché embrionale. Ulteriori studi randomizzati di 
coorte su gruppi di pazienti omogenei per patologia oculare devono essere 
condotti al fine di ottenere evidenze clinico-sperimentali più complete e 
convincenti. 
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